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mayoría	 son	 patógenas	 de	 	 vegetales	 capaces	 de	 causar	 marchitez	 vascular	 en	




Fusarium	 fue	 definido	 como	 género	 por	 Link	 en	 1809	 (Booth,	 1971),	 el	 cual	
reúne	a	numerosos	hongos	 imperfectos	caracterizados	por	 la	producción	de	conidios	
sin	 septo	 y	 fusiformes.	 La	 clasificación	 del	 género	 Fusarium	 en	 especies	 se	 ha	 visto	
dificultada	 históricamente	 por	 la	 ausencia	 de	 ciclo	 sexual	 y	 la	 escasez	 de	 rasgos	
morfológicos	 fácilmente	 observables.	 Aunque	 la	 mayoría	 de	 las	 especies	 presentan	
sólo	reproducción	asexual,	existen	excepciones.	
Fusarium	oxysporum	
Fusarium	 oxysporum	 se	 describe	 como	 un	 patógeno	 de	 plantas,	 con	 hifas	
septadas	 y	 sin	 ciclo	 sexual	 conocido	 (estado	 teleomórfico	 o	 peritecial),	 capaz	 de	
parasitar	 a	 más	 de	 120	 cultivos	 diferentes,	 además	 de	 infectar	 a	 personas	
inmunodeprimidas	 (Pietro	 et	al.,	 2003).	 Se	 trata	 de	 un	patógeno	del	 suelo,	 utilizado	
como	modelo	de	experimentación	para	estudiar	el	proceso	de	infección	sobre	plantas	
y	el	mecanismo	de	virulencia	en	mamíferos	inmunodeprimidos.		
F.	 oxysporum	 constituye	 por	 sí	 mismo	 un	 extenso	 complejo	 de	 estirpes	 y	
variedades	patógenas	de	gran	diversidad	de	plantas.	Su	caracterización	morfológica	se	
basa	 en	 la	 forma	 de	 los	 macroconidios	 y	 la	 formación	 de	 clamidosporas	 (Beckman,	
1987).	
Los	 aislados	 de	 patógenos	 de	 plantas	 de	 F.	 oxysporum	 producen	 marchitez	
vascular	en	una	especie	vegetal	determinada	y	se	han	clasificado	como	forma	specialis	











transferencia	 horizontal	 de	 genes	 entre	 los	 distintas	 estirpes,	 que	 se	 restringe,	
generalmente,	a	las	cepas	compatibles	y	con	genotipos	similares	(Kistler,	1997).	
Debido	 a	 la	 predominancia	 de	 su	 reproducción	 asexual,	 F.	 oxysporum	 es	
generalmente	considerado	como	un	“complejo	de	especies”,	es	decir,	un	conjunto	de	
líneas	 clonales	 dentro	 del	 género	 Fusarium	 aisladas	 genéticamente.	 Como	 tal,	
constituye	 un	 grupo	 similar	 al	 	 complejo	 de	 especies	 de	 Gibberella	 fujikuroi,	 que	
alberga	especies	sexuales	con	teleomorfos	de	Gibberella,	como	Fusarium	verticillioides	
y	Fusarium	fujikuroi	(Guadet	et	al.,	1989).		
F.	 oxysporum	 presenta	 una	 textura	 algodonosa	 con	 una	 coloración	 que	 varía	
desde	el	rosa	pálido	al	púrpura	oscuro	dependiendo	de	las	condiciones	de	cultivo.	La	
velocidad	de	 crecimiento,	 el	 tamaño,	 la	 forma	e	 incluso	 la	 cantidad	de	 conidios	 que	
produce	o	el	número	de	septos	de	sus	hifas	son	variables	(Booth,	1971).	Los	conidios	
de	 F.	 oxysporum	 pueden	 ser	 de	 tres	 tipos.	 Los	 macroconidios	 representan	 los	 más	
típicos	del	género,	aunque	son	los	menos	abundantes.	Son	septados,	con	un	número	
de	células	que	oscilan	entre	tres	y	cinco,	puntiagudos	e	inclinados	hacia	los	extremos	
en	 forma	 de	 media	 luna.	 Los	 microconidios,	 con	 una	 o	 dos	 células,	 son	 los	 más	








F.	 oxysporum	 puede	 permanecer	 largos	 períodos	 de	 tiempo	 en	 el	 suelo,	
principalmente	 como	 clamidospora	 o	 creciendo	 en	 restos	 de	 materia	 orgánica	 o	





(estado	 parasítico),	 la	 colonización	 de	 los	 tejidos	 vasculares	 y	 el	 desarrollo	 de	 la	
enfermedad	(estado	patogénico),	produciendo	la	marchitez	vascular	sistémica	(Agrios,	
2005).	Mientras	la	planta	está	viva,	el	crecimiento	del	hongo	se	limita	a	los	tejidos	del	
xilema	 y	 a	 algunas	 células	 adyacentes.	 Solo	 cuando	 la	 planta	 muere,	 el	 hongo	 se	








1998).	 Son	 moléculas	 lineales	 hidrocarbonadas	 de	 longitud	 variable,	 con	 dobles	
enlaces	 conjugados,	 que	 pueden	 presentar	 anillos	 cerrados	 en	 los	 extremos	 de	 la	
cadena.	 Según	 las	 sustituciones	 que	 presente,	 se	 clasifican	 en	 (I)	 carotenos,	 los	
formados	 sólo	 por	 carbono	 e	 hidrógeno,	 o	 (II)	 xantofilas,	 que	 contienen	 además	
oxígeno.	 Los	 dobles	 enlaces	 conjugados	 les	 confieren	 la	 capacidad	 de	 absorber	
radiación	del	espectro	visible	y	son	responsables	del	color	característico	de	cada	uno	
de	ellos,	habitualmente	en	el	rango	del	rojo	al	amarillo.	El	color	de	cada	carotenoide	







Los	 carotenoides	 son	 esenciales	 en	 las	 plantas,	 ya	 que	 están	 involucrados	 en	
diversos	procesos	biológicos,	 como	el	ensamblaje	del	 fotosistema,	 la	 recepción	de	 la	
luz,	la	fotoprotección,	el	“quenching”	(extinción	de	singletes	de	oxígeno	molecular)	y	la	
fotomorfogénesis	 (Cuttriss	 y	 Pogson,	 2006).	 Su	 presencia	 es	 abundante,	 aunque	
normalmente	 se	 ven	 enmascarados	 por	 la	 clorofila.	 Su	 función	 en	 organismos	





las	 flores	 y	 los	 frutos,	 facilitando	 la	 atracción	 de	 los	 animales	 y,	 en	 consecuencia,	 la	
polinización	 o	 la	 dispersión	 de	 semillas.	 Sin	 embargo,	 las	 rutas	 de	 biosíntesis	 de	
carotenoides	 están	 presentes	 en	 muchos	 organismos	 no	 fotosintéticos,	 como	 los	
hongos	(Sandmann	y	Misawa,	2002).	Los	carotenoides	tienen	importantes	aplicaciones	
biotecnológicas,	 son	ampliamente	usados	en	 cosmética	 y	en	alimentación,	 figurando	
los	hongos	entre	los	organismos	usados	para	su	producción	industrial	(Ávalos	y	Cerdá-
Olmedo,	2004).	
Los	 carotenoides	 también	 poseen	 funciones	 relevantes	 en	 los	 animales,	
principalmente	 como	 precursor	 de	 retinal	 y	 de	 ácido	 retinoico,	 los	 cuales	 están	








secundario	 que	 pueden	 jugar	 los	 carotenoides	 como	 pigmentos.	 Además,	 los	
carotenoides	 tienen	 otras	 funciones	 derivadas	 de	 sus	 especiales	 características	
químicas.	 Al	 ser	 pigmentos	 hidrofóbicos,	 se	 localizan	 en	 las	 membranas	 celulares,	
afectando	 su	 fluidez.	Poseen	propiedades	antioxidantes	que	 les	permiten	neutralizar	
las	moléculas	de	oxígeno	 singlete	 (Conn	et	al.,	 1991)	 y	 los	 radicales	generados	en	 la	
peroxidación	 lipídica	 (Sies	 y	 Stahl,	 1995).	 Pueden	 actuar	 sinérgicamente	 con	 otras	
vitaminas	 como	 protectores	 ante	 la	 fotooxidación	 (Edge	 et	 al.,	 1997;	 Stahl	 y	 Sies,	
2002),	por	lo	que	al	consumo	de	carotenoides	se	le	atribuye	un	papel	beneficioso	en	la	
protección	 frente	 al	 envejecimiento,	 el	 cáncer	 o	 la	 mejora	 en	 la	 respuesta	
inmunológica	(Eggersdorfer	y	Wyss,	2018).	
Los	 carotenoides,	 muy	 especialmente	 el	 β-caroteno	 (provitamina	 A),	 son	
importantes	para	 la	 salud	en	 la	 especie	humana.	 El	 retinal	 es	necesario	en	 la	 visión,	
como	cromóforo	de	 las	opsinas	visuales,	 y	es	 la	 fuente	de	ácido	 retinoico,	una	señal	
reguladora	 de	 gran	 importancia	 en	 cordados.	 En	 el	 caso	 del	 β-caroteno,	 existen	
sistemas	 específicos	 de	 asimilación	 y	 enzimas	 encargadas	 de	 su	 metabolismo	 (von	
Lintig	 et	 al.,	 2005).	 Los	 tejidos	 animales	 retienen	 cantidades	 considerables	 de	












la	 protección	 frente	 a	 la	 oxidación	 (Gessler	 et	 al.,	 2002).	 La	 luz	 aumenta	 el	 estrés	
oxidativo	 de	 la	 célula,	 lo	 que	 explicaría	 la	 frecuente	 regulación	 por	 luz	 de	 la	
carotenogénesis	 en	 estos	 organismos	 (Avalos	 et	 al.,	 1993).	 En	 F.	 fujikuroi,	 los	
carotenoides	 no	 parecen	 ser	 el	 cromóforo	 responsable	 de	 las	 fotorrespuestas,	 tales	
como	 la	 inducción	 de	 la	 conidiación	 o	 de	 la	 propia	 síntesis	 de	 carotenoides.	 El	
descubrimiento	 de	 proteínas	 de	 la	 familia	 de	 las	 opsinas	 en	 hongos	 (Thewes	 et	 al.,	
2005)	ha	abierto	nuevas	perspectivas	sobre	las	funciones	de	los	carotenoides	en	este	
grupo	 taxonómico,	 ya	 que,	 como	 se	 ha	 indicado	 anteriormente,	 muchas	 de	 estas	
proteínas	requieren	retinal	para	ser	funcionalmente	activas.	
En	otros	hongos	se	ha	observado	cierta	relación	entre	 la	carotenogénesis	y	el	
estrés	 oxidativo.	 El	 oxígeno	 en	 estado	 singlete	 estimula	 la	 carotenogénesis	 en	 la	
oscuridad	 en	 Xanthophyllomyces	 dendrorhous	 (Schroeder	 y	 Johnson,	 1995).	 Los	
mutantes	en	los	genes	sod-1	(Yoshida	y	Hasunuma,	2004)	o	cat-3	(Michán	et	al.,	2003)	
de	 Neurospora	 crassa	 muestran	 una	 mayor	 acumulación	 de	 carotenoides	 que	 la	
estirpe	 silvestre	 en	 la	 luz.	 Los	 genes	 sod-1	 y	 cat-3	 están	 involucrados	 en	 la	 defensa	




los	 carotenoides	 frente	 al	 estrés	 oxidativo,	 aunque	 no	 se	 descartan	 que	 tengan	 una	
función	secundaria.		
Ciertos	 zigomicetos,	 como	 Blakeslea	 trispora	 o	 Phycomyces	 blakesleeanus,	
emplean	moléculas	derivadas	de	los	apocarotenoides	como	hormonas	sexuales.	Estas	
hormonas,	llamadas	ácidos	trispóricos,	se	sintetizan	a	partir	del	β-caroteno	(Austin	et	
al.,	 1970;	 Polaino	 et	 al.,	 2010).	 Por	 ese	 motivo,	 los	 mutantes	 de	 P.	 blakesleeanus	
bloqueados	en	la	ruta	biosintética	de	los	carotenoides	son	sexualmente	incompetentes	











los	 principales	 carotenoides	 producidos	 por	 los	 hongos	 destacan	 el	 β-caroteno,	 con	
dos	anillos	β	en	los	extremos,	la	astaxantina,	que	lleva	un	radical	hidroxilo	y	un	grupo	
cetónico	 en	 sus	 anillos	 β,	 y	 la	 neurosporaxantina	 (NX),	 apocarotenoide	 de	 C35	
químicamente	definido	como	ácido	β-apo-4’-carotenoico	(Aasen	y	Jensen,	1965).	La	NX	
no	es	un	carotenoide	 frecuente	en	hongos;	hasta	 la	 fecha,	además	de	producirlo	 los	
géneros	Neurospora	y	Fusarium	se	ha	encontrado	en	Verticillium	(Valadon	et	al.,	1969;	
1982)	y	Podospora	(Strobel	et	al.,	2009).	
La	 ruta	 biosintética	 empieza	 con	 el	 isopentil	 pirofosfato	 (IPP),	 primer	
compuesto	en	la	síntesis	de	terpenoides	(Figura	2).	El	 IPP	se	puede	sintetizar	por	dos	




lugar	 al	 geranil	 pirofosfato	 (GPP,	 C10).	 Dos	 nuevas	 reacciones	 de	 condensación	 dan	
lugar	 al	 farnesil	 pirofosfato	 (FPP,	 C15)	 y	 al	 geranilgeranil	 pirofosfato	 (GGPP,	 C20).	
Seguidamente	dos	moléculas	de	GGPP	se	condensan	para	dar	fitoeno	(C40).	El	fitoeno	
es	 la	 primera	 molécula	 incolora	 con	 características	 alifáticas	 estructurales	 de	
carotenoides.	 Los	 siguientes	 pasos	 de	 la	 ruta	 consisten	 en	 la	 introducción	de	dobles	
enlaces	 conjugados	 que	 le	 confieren	 la	 capacidad	 de	 absorber	 luz,	 proporcionando	
colores	característicos	que	van	desde	el	amarillo	hasta	el	rojo.	Esta	reacción	la	lleva	a	
cabo	 una	 desaturasa,	 que	 introduce	 al	 menos	 4	 dobles	 enlaces	 conjugados.	 La	
molécula	de	fitoeno	tiene	un	eje	central	de	simetría,	y	 las	desaturaciones	se	realizan	
por	pares	a	cada	lado	del	eje	central.	Los	extremos	parcialmente	desaturados	pueden	
ser	 objeto	 de	 ciclación.	 Existen	 varias	 ciclasas	 dependiendo	 del	 tipo	 de	 anillo	
introducido:	α,	β	o	γ.	En	los	hongos	estudiados,	los	anillos	son	de	tipo	β.	
En	 hongos,	 las	 actividades	 sintasa	 y	 ciclasa	 de	 fitoeno	 residen	 en	 una	 única	
enzima	 bifuncional,	 inicialmente	 descubierta	 en	P.	 blakesleeanus	mediante	métodos	
genéticos	(Ootaki	et	al.,	1973;	Torres-Martínez	et	al.,	1980;	Roncero	y	Cerdá-Olmedo	
E.	 1982),	 y	 confirmada	 posteriormente	 a	 nivel	 molecular	 en	 éste	 y	 otros	 hongos	
(Verdoes	 et	al.,	 1999a;	Arrach	et	al.,	 2001).	 La	 ciclación	de	un	extremo	del	 licopeno	
produce	 γ-caroteno	 y	 la	 ciclación	 del	 otro	 extremo	 produce	 β-caroteno.	 En	 total,	








Figura	 2.	 Ruta	de	 síntesis	de	 carotenoides	en	Fusarium.	En	 cada	paso	se	 indica	el	producto	de	cada	
reacción	y	la	enzima	que	la	cataliza.	Modificado	de	Avalos	et	al.,	2017	






no	 siguen	 el	 modelo	 de	 la	 ruta	 de	 Porter	 y	 Lincoln,	 produciendo	 en	 muchos	 casos	
xantofilas.	Entre	ellos	destacan	el	basidiomiceto	Xanthophyllomyces	dendrorhous,	que	
acumula	astaxantina,	y	el	ascomiceto	N.	crassa,	que	produce	neurosporaxantina	(NX).	
La	 astaxantina	 procede	 de	 la	 introducción	 de	 grupos	 ceto	 y	 carboxilo	 en	 los	 anillos	











genes	 de	 carotenogénesis	 de	 hongos.	 Dichos	 genes,	 localizados	 en	 diferentes	
posiciones	 del	 genoma,	 son:	 al-1,	 que	 codifica	 la	 desaturasa	 (Schmidhauser	 et	 al.,	
1990),	 al-2,	 que	 codifica	 la	 sintasa	 de	 fitoeno/ciclasa	 (Schmidhauser	 et	 al.,	 1994;	





El	 carotenoide	 principal	 en	 Fusarium,	 responsable	 de	 su	 típica	 pigmentación	
anaranjada,	 es	 la	 NX.	 La	 presencia	 de	 la	 NX	 se	 detectó	 inicialmente	 en	 F.	
aquaeductuum	junto	con	otros	precursores	de	carotenoides	neutros,	como	ζ-caroteno,	
neurosporeno,	 licopeno,	 γ-caroteno	 y	 toruleno	 (Bindl	 et	 al.,	 1970).	 Estudios	
posteriores	en	F.	 fujikuroi	 corroboraron	 la	misma	composición	de	carotenoides	de	F.	
aquaeductuum,	 excepto	 que	 se	 detectó	 β-zeacaroteno	 en	 lugar	 de	 licopeno.	 Esto	
indica	 que	 la	 ciclación	 se	 puede	 conseguir	 a	 través	 de	 neurosporeno	 o	 licopeno	
dependiendo	de	la	especie.	




reconocer	 γ-caroteno	 como	 sustrato	 (Avalos	 y	 Cerdá-Olmedo,	 1987).	 A	 causa	 de	 su	
grupo	carboxílico,	 la	NX	puede	encontrarse	esterificada,	como	ocurre	en	una	especie	






La	 función	 de	 este	 gen	 fue	 confirmada	 por	 complementación	 de	 un	mutante	 albino	
Introducción	
	15	
que	acumula	 fitoeno	y	por	 la	generación	del	mismo	 fenotipo	en	 la	mutación	dirigida	
del	gen	carB.	La	enzima	CarB	es	responsable	de	los	5	pasos	de	desaturación	en	la	ruta	






ambas	 especies,	 un	 dominio	 carboxílico	 con	 similitud	 a	 las	 ciclasa	 de	 carotenos	
precede	al	dominio	fitoeno	sintasa.	El	dominio	ciclasa	tiene	una	alta	conservación	con	
el	 mismo	 dominio	 del	 gen	 crtYB,	 ortólogo	 de	 carRA	 en	 la	 levadura	 X.	 dendrorhous,	
donde	la	actividad	ciclasa	se	demostró	bioquímicamente	(Verdoes	et	al.,	1999b).	No	se	
han	 descrito	 mutantes	 específicos	 de	 la	 actividad	 ciclasa	 en	 Fusarium	 pero	 los	
mutantes	del	dominio	ciclasa	del	gen	al-2	de	N.	crassa	son	defectuosos	en	los	pasos	de	
ciclación	 (Arrach	 et	 al.,	 2002;	 Díaz-Sánchez	 et	 al.,	 2011b).	 Todo	 ello	 sugiere	 que	 el	
dominio	amino	de	la	proteína	CarRA	de	F.	fujikuroi	tiene	la	misma	función.	
Las	reacciones	desde	toruleno	a	NX	 incluyen	un	paso	de	escisión,	típicamente	
llevado	 a	 cabo	 por	 enzimas	 conocidas	 como	 oxigenasas	 de	 carotenoides	 (Sui	 et	 al.,	
2013).	 Un	 gen	 de	 esta	 familia,	 carX,	 colinda	 con	 carRA	 y	 se	 transcribe	 de	 manera	
divergente	a	él.	Sin	embargo,	su	mutación	dirigida	no	impide	la	síntesis	de	NX	(Thewes	
et	al.,	2005)	y	el	estudio	de	su	actividad	enzimática	reveló	que	corta	simétricamente	al	
β-caroteno	 para	 producir	 retinal	 (Prado-Cabrero	 et	 al.,	 2007b).	 Es	 interesante	 que	
junto	al	cluster	carX/carRA/carB	se	encuentra	un	gen	que	codifica	una	rodopsina,	carO,	
y	su	regulación	es	similar	al	resto	de	 los	genes	del	cluster	 (revisado	por	Avalos	et	al.,	
2017).	Usualmente,	el	 retinal	 se	une	a	 las	 rodopsinas	 como	un	grupo	prostético	que	





para	 una	 aldehído	 deshidrogenasa	 muy	 similar	 a	 la	 enzima	 retinaldeido	
deshidrogenasa	(RALDH)	que	convierte	el	retinal	en	ácido	retinoico	en	mamíferos.	Esta	









recientemente	 descritos.	 La	 búsqueda	 de	 genes	 para	 otras	 supuestas	 oxigenasas	 de	
carotenoides	en	la	base	de	datos	del	genoma	de	Fusarium	permitió	 identificar	el	gen	
carT,	cuya	función	fue	revelada	por	la	presencia	de	una	mutación	en	dicho	gen	en	un	
mutante	 que	 acumula	 toruleno	 y	 por	 su	 complementación	 genética	 con	 el	 alelo	
silvestre	 de	 carT	 (Prado-Cabrero	 et	 al.,	 2007a).	 Como	 confirmación	 bioquímica,	 la	
enzima	 CarT	 purificada	 se	 comprobó	 que	 realiza	 in	 vitro	 el	 corte	 del	 toruleno	 para	
producir	β-apo-4’carotenal.	Otras	 investigaciones	mostraron	que	 la	mutación	dirigida	








gracias	 al	 estudio	 del	 mutante	 ylo,	 llamado	 así	 por	 su	 color	 amarillo.	 Este	 mutante	
exhibe	 un	 desconcertante	 fenotipo,	 con	 un	 contenido	 complejo	 contenido	 en	
carotenoides	que	 varía	 con	 las	 condiciones	de	 cultivo	 y	 que	no	 incluye	NX	 (Goldie	 y	
Subden,	1973;	Sandmann,	1993).	El	gen	responsable	de	esta	mutación,	ylo-1,	codifica	
una	aldehído	deshidrogenasa	y	media	el	último	paso	de	la	biosíntesis	de	NX,	como	se	
demostró	 con	 la	 complementación	 de	 la	 mutación	 de	 ylo-1	 y	 con	 la	 capacidad	 de	
purificar	 la	proteína	YLO-1	para	convertir	β-apo-4’carotenal	en	NX	 in	vitro	(Estrada	et	
al.,	 2008).	 Este	 descubrimiento	 permitió	 la	 identificación	 de	 su	 gen	 ortólogo	 en	 F.	
fujikuroi,	 llamado	 carD	 (Díaz-Sánchez	 et	al.,	 2011a).	 La	 función	 de	 carD	 se	 confirmó	
mediante	su	mutación	dirigida,	que	daba	lugar	a	una	pérdida	de	NX	y	una	acumulación	
inusual	de	carotenoides,	interpretados	como	derivados	del	β-apo-4’carotenal.	
El	 gen	necesario	para	 la	 ruptura	del	 toruleno,	carT	 y	 el	 gen	necesario	para	 la	
oxidación	final	a	NX,	carD,	se	ubican	en	otras	regiones	del	genoma	distintas	del	cluster	
carX/carRA/carB/carO	 (Figura	 3).	 Esta	 organización	 genómica	 se	 conserva	 en	 los	
genomas	de	otras	especies	de	Fusarium	disponibles	en	la	base	de	datos	(revisado	por	
Avalos	et	al.,	2017).		
De	 lo	expuesto	anteriormente	cabe	destacar	 la	 sinergia	que	ha	existido	entre	
las	 investigaciones	 sobre	 los	 genes	 de	 la	 ruta	 de	 carotenogénesis	 en	N.	 crassa	 y	 F.	







Figura	 3.	Organización	genómica	de	 los	genes	 responsables	de	 la	 carotenogénesis	en	Fusarium.	
Los	genes	ggs1,	carT	y	carD	no	se	encuentran	agrupados	con	el	resto	de	los	genes	estructurales.	
Los	huecos	en	los	genes	representan	los	intrones.	Modificado	de	Avalos	et	al.,	2017.	
producto	 final	 de	 la	 ruta	 sea	 el	 mismo.	 En	 ciertas	 condiciones	 de	 cultivo	 se	 ha	







Las	 primeras	 observaciones	 en	 F.	 oxysporum	 revelaron	 que	 la	 iluminación	
promueve	 la	acumulación	de	carotenoides	en	el	micelio	 (Carlile,	1956).	 Los	primeros	
estudios	 del	 efecto	 de	 la	 luz	 sobre	 la	 carotenogénesis	 se	 llevaron	 a	 cabo	 en	 F.	
aquaeductuum.	 En	 una	 investigación	 inicial,	 se	 centraron	 en	 el	 efecto	 de	 la	
temperatura	en	la	fotoinducción.	La	cinética	de	respuesta	a	la	exposición	a	luz	muestra	
una	 acumulación	 gradual	 de	 carotenoides	 que	 alcanzaba	 un	 máximo	
aproximadamente	a	las	12	horas	después	del	inicio	de	la	iluminación.	Sin	embargo,	el	
contenido	 en	 carotenoides	 aumentaba	 lentamente	 durante	 al	 menos	 tres	 días	 de	
cultivo	bajo	luz	continua	(Rau,	1967).	Respecto	al	efecto	de	la	temperatura,	la	síntesis	
de	carotenoides	coloreados	disminuye	a	bajas	temperaturas,	mientras	que	la	reacción	
primaria	 a	 la	 luz,	 presuntamente	 un	 proceso	 fotoquímico,	 es	 independiente	 de	 la	
temperatura	en	el	rango	de	5-25	°C.	
La	 fotoinducción	 no	 es	 efectiva	 en	 condiciones	 anaerobias,	 como	 indica	 la	
pérdida	 de	 acumulación	 de	 carotenoides	 si	 el	micelio	 iluminado	 se	 transfiere	 a	 una	
atmósfera	carente	de	oxígeno	(Rau,	1971).	Sin	embargo,	el	estado	de	fotoinducción	se	
mantiene,	 como	 indica	 el	 inicio	 de	 la	 biosíntesis	 de	 carotenoides	 si	 las	 condiciones	
aeróbicas	 se	 restauran,	 incluso	 en	 la	 oscuridad.	 Con	 aireación,	 la	 fotoinducción	
requiere	la	síntesis	de	proteínas,	como	lo	muestra	la	pérdida	de	respuesta	si	se	añade	
cicloheximida	al	cultivo	antes	o	inmediatamente	después	de	la	exposición	a	la	luz	(Rau,	
1967).	 Como	ocurre	 con	 la	 anaerobiosis,	 la	 retirada	de	 la	 cicloheximida	permite	que	





En	F.	aquaeductuum,	el	efecto	de	 la	 luz	puede	ser	 reemplazado	parcialmente	
por	 la	 adición	 de	 reactivos	 sulfidrilos	 oxidantes,	 como	 el	 p-cloro	 y	 p-hidroxi-
mercuribenzoato	 (Rau,	 1967;	 Rau	et	al.,	 1967),	 o	 el	 peróxido	de	hidrógeno,	 reactivo	
oxidativo,	sugiriendo	que	la	oxidación	de	los	grupos	–SH	juegan	un	papel	en	el	sistema	
de	 detección	 de	 la	 luz.	 En	 consecuencia,	 la	 fotoinducción	 desaparece	 si	 se	 añaden	
agentes	reductores,	como	el	ditionito	y	la	hidroxilamina,	pero	la	respuesta	se	recupera	
si	 se	 retira	 el	 agente	 reductor,	 indicando	 la	 recuperación	 del	 sistema	 fotorreceptor	




Además,	 el	 p-hidroximercuribenzoato	 añadido	 en	 la	 oscuridad	 no	 tiene	 efecto	 en	 F.	
fujikuroi,	y	en	su	presencia	muestra	una	fotoinducción	similar	(Avalos	y	Cerdá-Olmedo,	
1986).	
En	N.	 crassa,	 un	 hongo	 con	 espectro	 de	 acción	 similar	 para	 la	 biosíntesis	 de	
carotenoides	 inducida	por	 luz	 (De	 Fabo	et	al.,	 1976),	 la	 fotoinducción	 es	 totalmente	
dependiente	del	 complejo	White	Collar,	que	consiste	en	dos	 fotorreceptores	WC-1	y	
WC-2	 (revisado	 por	 Fischer	 et	 al.,	 2016).	 Sin	 embargo,	 los	 mutantes	 de	 los	 genes	
ortólogos	wc-1,	 llamados	wcoA	 en	 F.	 fujikuroi	 (Estrada	 y	 Avalos,	 2008)	 y	wc1	 en	 F.	
oxysporum	(Ruiz-Roldán	et	al.,	2008)	conservan,	con	diferentes	grados	de	eficiencia,	la	
producción	 de	 carotenoides	 en	 luz	 continua.	 La	 mutación	 dirigida	 de	 los	 genes	
ortólogos	wc-1	y	wc-2	en	F.	graminearum,	fgwc-1	y	fgwc-2,	provocó	una	pigmentación	
pálida	en	la	superficie	de	las	colonias	bajo	la	luz,	pero	los	niveles	de	carotenoides	no	se	
determinaron	químicamente	ni	 en	 la	 estirpe	 silvestre	ni	 en	 los	mutantes	 (Kim	et	al.,	
2014).	
El	 análisis	 de	 la	 acumulación	 de	 carotenoides	 en	 cultivos	 en	 cajas	 reveló	 dos	
respuestas	 en	 F.	 fujikuroi,	 primero,	 una	 respuesta	 rápida	 dependiente	 del	
fotorreceptor	WcoA	 y	 una	 segunda	 fase	 de	 acumulación	 de	 carotenoides	más	 lenta	




fotorreceptores	 WcoA	 y	 CryD	 no	 sólo	 están	 involucrados	 en	 la	 regulación	 de	 la	
carotenogénesis,	 como	 indica	 la	 alteración	 en	 la	 producción	 de	 otros	 pigmentos	 y	





Figura	 5.	 Cinética	 de	 expresión	 de	 los	 genes	
estructurales,	 carRA	 y	 carB	 en	 la	 estirpe	 silvestre	
4287	 de	F.	oxysporum.	 Los	 niveles	 de	 los	 transcritos	
se	determinaron	por	PCR	cuantitativa	a	tiempo	real	y	
se	 refirieron	al	 gen	de	 la	β-tubulina.	A	 los	niveles	de	






















Los	 transcritos	 de	 estos	 genes	 alcanzan	 su	 máximo	 nivel	 tras	 una	 hora	 de	
exposición	 a	 la	 luz	 y	 después	 caen	 lentamente,	 un	 fenómeno	 que	 se	 conoce	 como	
fotoadaptación.	Este	patrón	de	 fotoinducción	 se	ha	confirmado	por	RT-qPCR	y	 se	ha	
observado	 también	en	F.	oxysporum	 (Rodríguez-Ortiz	et	al.,	 2012)	 (Figura	5),	 y	en	F.	
verticilloides	 (Adám	 et	 al.,	 2011).	 La	 fotorrespuesta	 transcripcional	 es	 similar	 a	 la	
mostrada	 por	 los	 genes	 ortólogos	 en	N.	 crassa	 (revisado	 por	 Avalos	 y	 Corrochano,	
2013),	 con	 excepción	 del	 gen	 al-3	 (GGPP	 sintasa),	 que	 muestra	 en	 este	 hongo	 una	
fuerte	 fotoinducción	 mientras	 que	 su	 ortólogo	 en	 F.	 fujikuroi	 ggs1,	 se	 ve	 menos	
afectado	por	la	luz	(Mende,	et	al.,	1997).		
	
Datos	 recientes	 de	 secuenciación	masiva	 de	 ARN	 han	 revelado,	 sin	 embargo,	
una	 fotoinducción	 significativa	 en	 los	 niveles	 de	 ARNm	 de	 este	 gen	 en	 F.	 fujikuroi	
(Avalos	 et	 al.,	 2017).	 El	 gen	 carD	 de	 F.	 fujikuroi	 muestra	 una	 fotorrespuesta	menor	
(Estrada	 et	 al.,	 2008),	 lo	 cual	 se	 confirmó	 con	 los	 datos	 de	 ARN-Seq	 (Avalos	 et	 al.,	
Figura	 4.	 Fotoinducción	 de	 la	 carotenogénesis	 en	 el	
silvestre	 de	 F.	 oxysporum	 cultivada	 durante	 7	 días	 en	




2017).	 Sin	 embargo,	 no	 se	 detectó	 fotoinducción	 en	 el	 caso	 de	 su	 ortólogo	 de	 N.	
crassa,	ylo-1	(Díaz-Sánchez	et	al.,	2011a).	
El	estudio	de	 la	 fotoinducción	 transcripcional	de	 los	genes	estructurales	de	 la	





mensajeros	 de	 los	 genes	 estructurales	 son	mucho	más	 bajos	 en	 la	 oscuridad	 en	 los	
mutantes	wcoA	que	en	la	estirpe	silvestre.	Es	más,	la	fotoinducción	transcripcional	de	
los	 genes	 car	 está	 básicamente	 ausente	 en	 los	mutantes	wcoA,	 con	 niveles	 de	 ARN	
mensajeros	 después	 de	 la	 iluminación	 más	 bajos	 que	 en	 la	 estirpe	 silvestre	 en	
oscuridad.	 Por	 lo	 tanto,	 la	 inducción	 de	 la	 carotenogénesis	 por	 fotorreceptores	
alternativos,	 presuntamente	 CryD,	 debe	 darse	 a	 través	 de	 un	 mecanismo	
independiente	de	 la	transcripción.	La	base	molecular	de	tal	mecanismo	aún	no	se	ha	
esclarecido	(revisado	por	Avalos	et	al.,	2017).	
La	 caída	 de	 los	 niveles	 de	 ARN	mensajero	 después	 de	 la	 fotoinducción	 se	 ha	
investigado	en	detalle	en	N.	crassa.	En	este	hongo,	el	pequeño	fotorreceptor	de	flavina	
VIVID	(VVD),	juega	un	papel	en	la	desactivación	del	sistema	fotorreceptor	WC	después	
de	 la	 iluminación	 (revisado	 por	 Avalos	 y	 Corrochano,	 2013).	 Por	 el	 contrario,	 la	
mutación	del	ortólogo	de	VVD	en	F.	fujikuroi,	llamado	vvdA,	provoca	una	disminución	
en	la	acumulación	de	carotenoides	en	este	hongo	(Castrillo	y	Avalos,	2014).	La	cinética	






El	 desarrollo	 de	 protocolos	 de	 mutagénesis	 permitió	 la	 identificación	 de	
mutantes	 de	 Fusarium	 afectados	 en	 la	 síntesis	 de	 carotenoides,	 fácilmente	
distinguibles	 por	 sus	 cambios	 de	 pigmentación	 (Figura	 6).	 Los	mutantes	 pueden	 ser	
albinos	 en	 la	 luz,	 en	 cuyo	 caso	 pueden	 tener	 afectadas	 las	 enzimas	 de	 los	 primeros	
pasos	 de	 la	 ruta	 o	 tener	 una	 mutación	 regulatoria,	 o	 pueden	 tener	 pigmentación	
anaranjada	 en	 la	 oscuridad,	 en	 cuyo	 caso	 son	 mutantes	 necesariamente	 de	 la	
regulación.	Los	mutantes	fuertemente	pigmentados	en	oscuridad	se	han	descrito	en	F.	
fujikuroi	(Avalos	y	Cerdá-Olmedo,	1987)	y	F.	oxysporum	(Rodríguez-Ortiz	et	al.,	2012)	y	






la	estirpe	 silvestre	4287	 de	 F.	oxysporum	 y	 su	
mutante	 carS,	 SX2	 en	 oscuridad	 y	 en	 luz.	 Los	
micelios	 se	 cultivaron	durante	7	días	 tanto	en	
condiciones	 de	 oscuridad	 como	 de	 luz.	
Modificado	de	Avalos	et	al.,	2017.	
	
medida	 que	 el	 cultivo	 envejece	 (Avalos	 y	 Cerdá-Olmedo,	 1986)	 y	 tienen	 cantidades	
elevadas	de	ARNm	de	los	genes	estructurales,	desde	carRA	hasta	carD	(Thewes	et	al.,	









de	 dos	 fondos	 genéticos	 diferentes	 de	F.	 fujikuroi,	 obtenidos	 a	 partir	 de	 las	 estirpes	
silvestres	 IMI	 58289	 y	 FKMC	 1995,	 respectivamente,	 es	 similar	 (Avalos	 et	 al.	 2017).	
Ambos	 mutantes	 contienen	 una	 mezcla	 de	 carotenoides	 con	 los	 mismos	
intermediarios	que	la	de	ambas	estirpes	silvestres	en	condiciones	de	iluminación.		
Debido	 a	 su	 intensa	 pigmentación,	 los	 mutantes	 carS	 se	 han	 usado	 como	
herramientas	para	detectar	mutantes	con	alteraciones	en	la	mezcla	de	intermediarios	
de	 carotenoides.	 Por	 ejemplo,	 sirvieron	 para	 la	 identificación	 de	 mutantes	 que	
acumulan	toruleno	(Avalos	y	Cerdá-Olmedo,	1987)	o	mutantes	con	alteraciones	en	el	
reconocimiento	 del	 sustrato	 de	 la	 desaturasa	 CarB	 (Prado-Cabrero	 et	al.,	 2009).	 Los	
mutantes	 carS	 han	 sido	 un	 fondo	 genético	 óptimo	 para	 comprobar	 el	 efecto	 de	
posibles	 inhibidores	 de	 la	 carotenogénesis	 de	 Fusarium,	 demostrando	 la	 eficiencia	





El	 gen	 responsable	 del	 fenotipo	 carS	 se	 identificó	 a	 partir	 de	 mutantes	




se	 demostró	 que	 la	 mutación	 dirigida	 del	 mismo	 provoca	 un	 incremento	 de	 la	
concentración	 de	 carotenoides	 (Rodríguez-Ortiz	 et	 al.,	 2012)	 así	 como	 que	 la	
complementación	de	 la	mutación	carS	 en	F.	 fujikuroi	 restablecía	el	 fenotipo	silvestre	
(Rodríguez-Ortiz	et	al.,	2013).	




es	 sorprendente	 al	 proceder	 de	 dos	 hongos	 muy	 distantes	 taxonómicamente,	 pero	
ambas	proteínas	comparten	los	dominios	más	relevantes.	Estos	incluyen	2	dominios	RF	
en	 la	 región	 del	 extremo	 amino,	 uno	 de	 ellos	 inicialmente	 ignorado	 en	 CarS	 por	 un	





glutaminas	 o	 están	 poco	 representadas	 y	 carece	 de	 sitio	 de	 isoprenilación.	 En	 otras	
proteínas,	los	dominios	RF	interactúan	con	una	enzima	ligasa	de	ubiquitina	tipo	3	(E3),	
que	 media	 la	 ubiquitinación	 de	 proteínas	 dianas,	 frecuentemente	 como	 una	 marca	
Figura	7.	Efecto	de	la	luz	y	la	mutación	carS	en	los	niveles	relativos	de	ARNm	de	los	genes	implicados	








para	 su	 función	 reguladora	 en	 la	 carotenogénesis,	 sugiriendo	 que	 éste	 podría	
funcionar	 como	 una	 ligasa	 de	 ubiquitina	 tipo	 3	 (Lorca-Pascual	 et	 al.,	 2004).	 Sin	




observó	 en	 los	 mutantes	 carS	 de	 Fusarium,	 los	 mutantes	 crgA	 de	M.	 circinelloides	
mantienen	la	fotoinducción	de	la	biosíntesis	de	carotenoides	(Navarro	et	al.,	2001).	En	
segundo	 lugar,	 ambas	 proteínas	 están	 involucradas	 en	 otros	 procesos	 además	 de	 la	
carotenogénesis,	apuntando	a	funciones	reguladoras	más	amplias.	Esta	conclusión	se	
basa	 en	 la	 alteración	 del	 crecimiento	 y	 la	 esporulación	 de	 los	mutantes	 crgA	 de	M.	
circinelloides	(Quiles-Rosillo	et	al.,	2003;	Murcia-Flores,	et	al.,	2007)	y	en	la	producción	
de	bicaverina	y	giberelinas	en	 los	mutantes	carS	 de	F.	 fujikuroi	 (Candau	et	al.,	 1991;	
Rodríguez-Ortiz	et	al.,	2009).	
El	 gen	 carS	 de	 F.	 fujikuroi	 es	 capaz	 de	 restaurar	 la	 producción	 basal	 de	
carotenoides	 si	 se	 introduce	 en	 mutantes	 carS	 de	 F.	 oxysporum,	 aunque	 no	 se	





secundarios	 en	 Fusarium.	 Un	 buen	 ejemplo	 es	 la	 producción	 de	 giberelinas	 y	 de	
bicaverina,	 inducidas	 por	 la	 ausencia	 de	 nitrógeno	 a	 través	 de	 una	 compleja	 red	
reguladora	(Stud	y	Tudzynski,	2014).	Los	experimentos	con	micelio	inmovilizado	de	F.	
fujikuroi	 incubado	 con	 bajas	 concentraciones	 de	 nitrógeno,	 al	 cual	 se	 le	 añadió	más	
tarde	nitrógeno	en	exceso,	revelaron	que	la	síntesis	de	carotenoides	es	más	activa	en	
condiciones	 de	 hambre	 de	 nitrógeno	 (Garbayo,	 et	 al.,	 2003).	 El	 efecto	 negativo	 del	
nitrógeno	 se	 confirmó	 cambiando	 el	 medio	 cultivo	 del	 micelio	 inmovilizado	 a	
diferentes	 concentraciones	 de	 nitrógeno	 y	 observando	 que	 los	 carotenoides	
aumentaban	 o	 disminuían	 dependiendo	 de	 las	 condiciones	 de	 concentración	 de	
nitrógeno,	baja	o	alta	respectivamente,	indicando	que	el	efecto	represor	es	reversible.	
El	 efecto	 estimulador	 de	 la	 carotenogénesis	 bajo	 condiciones	 de	 hambre	 de	
nitrógeno	 en	 F.	 fujikuroi,	 tanto	 a	 nivel	 de	 ARN	 mensajero	 como	 a	 nivel	 de	
carotenoides,	 es	 aditivo	 con	 el	 efecto	 producido	 por	 la	 luz	 (Rodríguez-Ortiz	 et	 al.,	
Introducción	
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2009),	 lo	 que	 indica	 mecanismos	 de	 acción	 diferentes.	 La	 regulación	 de	 la	
carotenogénesis	por	nitrógeno	se	ha	descrito	también	en	N.	crassa,	donde	los	niveles	
de	 ARNm	 de	 al-1	 y	 al-2	 (ortólogos	 de	 carRA	 y	 carB,	 respectivamente)	 aumentan	
considerablemente	 en	 condiciones	 de	 escasez	 de	 nitrógeno	 comparado	 con	 las	
condiciones	de	cultivo	estándar	de	nitrógeno,	tanto	en	la	estirpe	silvestre		como	en	los	
mutante	 ciegos	wc	 (Sokolvsky	et	al.,	 1992).	 La	 regulación	por	nitrógeno	podría	estar	
involucrada	 en	 el	 control	 de	 la	 expresión	 a	 nivel	 de	 cromatina,	 como	 indica	 la	
metilación	 de	 diferentes	 histonas	 encontradas	 en	 los	 genes	 del	 cluster	 car	 en	 un	
mutante	 de	metiltransferasa	 KMT6	 en	F.	 graminearum	 (Connolly	 et	al.,	 2013).	 En	F.	
fujikuroi,	 la	 expresión	 de	 varios	 clusters	 de	 producción	 de	 metabolitos	 secundarios	
regulados	por	nitrógeno	está	asociada	a	 la	acetilación	de	 la	histona	H3	en	 la	 lisina	9	
(H3K9ac)	(Wiemann	et	al.,	2013).	Esto	sugiere	un	mecanismo	similar	en	la	regulación	
de	los	genes	estructurales	car,	lo	cual	es	tratado	en	el	Capítulo	5	de	resultados.	




conidios	 con	 una	 pigmentación	 anaranjada	 en	 cultivos	 de	 agar.	 La	 conidiación	 es	
menos	 abundante	 en	 Fusarium	 y	 la	 síntesis	 de	 carotenoides	 en	 los	 conidios	 ha	 sido	
normalmente	 ignorada.	 Una	 comparación	 del	 efecto	 de	 la	 luz	 en	 la	 cantidad	 de	
carotenoides	en	el	micelio	y	en	los	conidios	de	colonias	en	superficie	entre	 la	estirpe	
silvestre	y	un	mutante	carS	de	F.	oxysporum	mostró	 la	conservación	de	 la	regulación	
en	los	conidios	por	 luz	y	 la	desregulación	en	el	mutante	carS	 (Rodríguez-Ortiz,	2012).	
La	baja	cantidad	de	carotenoides	en	los	conidios	de	la	estirpe	silvestre	incubada	en	la	
oscuridad	 indica	 la	ausencia	de	 inducción	asociada	al	desarrollo,	como	se	ha	descrito	
en	N.	crassa.	
La	 localización	 celular	 de	 la	 biosíntesis	 de	 carotenoides	 es	 un	 aspecto	
regulatorio	que	ha	recibido	poca	atención.	A	causa	de	la	hidrofobicidad	natural	de	los	
carotenoides,	 se	 asume	 que	 interactúan	 con	 membranas,	 pero	 su	 distribución	
subcelular	 es	 desconocida	 en	 Fusarium.	 Un	 acercamiento	 bioquímico	 basado	 en	 el	
marcaje	específico	de	diferentes	terpenoides	(mevalonato	marcado	con	14C)	permitió	
establecer	 que	 los	 carotenoides	 son	 producidos	 en	 compartimentos	 celulares	
diferentes	a	aquellos	donde	se	sintetizan	las	giberelinas	y	los	esteroles	(Domenech	et	
al.,	 1996).	 Actualmente	 se	 están	 realizando	 experimentos	 basados	 en	 la	 fusión	 de	










Esta	 Tesis	 pretende	 profundizar	 en	 el	 conocimiento	 de	 los	 mecanismos	




● Investigar	 la	 participación	 de	 especies	 de	 ARN	 no	 codificante	
ligados	al	gen	carS	en	el	control	de	la	síntesis	de	carotenoides.	
	


























Las	 estirpes	 de	 Fusarium	 empleadas	 en	 esta	 Tesis,	 así	 como	 su	 fenotipo	 y	
origen,	 se	 describen	 en	 la	 Tabla	 1.	 La	 estirpe	 de	 Fusarium	 oxysporum	 4287	 (FGSC	
99335	en	 la	 colección	del	 Fungal	Genetic	 Stock	Center,	 Kansas	City,	MO,	 EEUU),	 fue	




Estirpe	 Nombre	de	uso	 Mutación	 Fenotipo	 Referencia	
4287	 WT	 	 Silvestre	 Anaya	y	Roncero,	1995	
SX1	 SX1	 NG	 Naranja	intenso	 Rodríguez-Ortiz	(2012)	
SX2	 SX2	 NG	 Naranja	intenso	 Rodríguez-Ortiz	(2012)	
93C9	 T2	 At	 Naranja	intenso	 Rodríguez-Ortiz	(2012)	
107E6	 T3	 At	 Naranja	intenso	 Rodríguez-Ortiz	(2012)	
SX78	 Δmir1	(#2)	 Dirigida	 Albino	 Esta	Tesis	
SX79	 Δmir1	(#4)	 Dirigida	 Albino	 Esta	Tesis	
SX80	 Δmir2	(#3)	 Dirigida	 Albino	 Esta	Tesis	
SX81	 Δmir2	(#4)	 Dirigida	 Albino	 Esta	Tesis	
SX82	 ΔcarP	 Dirigida	 Albino	 Esta	Tesis	
SX83	 ΔcarF	(#4)	 Dirigida	 Pálido	 Esta	Tesis	


















● pGEM-T	 easy	 (Promega	 A1360):	 Plásmido	 que	 contiene	 un	 gen	 de	




con	 medio	 de	 selección	 con	 ampicilina,	 X-Gal	 (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-
galactopiranósido)	e	IPTG	(isopropil-β-D-1-	tiogalactopiranósido).	El	tamaño	es	de	3	
Kb.	




● pRS426:	 Plásmido	 proveniente	 del	 Fungal	 Genetics	 Stocks	 Center	
(FGSC).	Es	un	vector	de	clonación	diseñado	para	la	manipulación	genética	a	través	
del	huésped	de	S.	cerevisiae,	y	que	también	es	funcional	en	E.	coli.	Contiene	el	gen	
de	 resistencia	 a	 ampicilina	 y	 el	 gen	URA3	 de	 S.	 Cerevisiae,	 que	 se	 utilizan	 como	
marcadores	de	selección.	El	tamaño	es	de	5,7	kb.	
● pCSN44:	 Plásmido	 proveniente	 del	 Fungal	 Genetics	 Stocks	 Center,	
derivado	 de	 pDH25	 (Cullen	 et	 al.,	 1987).	 Este	 plásmido	 contiene	 el	 gen	 de	
resistencia	a	higromicina	B	bajo	control	del	promotor	y	el	terminador	del	gen	trpC	
de	Aspergillus	nidulans.	El	tamaño	es	de	3,4	kb.	




● pLR29:	 Plásmido	 resultante	 de	 clonar	 en	 pGEM-T	 easy	 el	 producto	 de	
PCR	 (2,9	 kb)	 de	 la	 región	 genómica	 que	 contiene	 al	 supuesto	 “fox-mir2”	 con	 los	
cebadores	 Foxy-25F-E6-1F	 y	 miARN2Fo-1R,	 utilizando	 como	 sustrato	 ADN	
genómico	de	 la	estirpe	silvestre	de	F.	oxysporum	4287	 (Rodríguez-Ortiz,	2012).	El	
tamaño	es	de	5,9	kb.	
● pDul7:	 Plásmido	utilizado	para	 la	deleción	de	 “fox-mir1”,	 resultado	de	
ligar	el	plásmido	pRS426	con	 tres	 fragmentos	 independientes	obtenidos	por	PCR:	




● pDul8:	 Plásmido	utilizado	para	 la	deleción	de	 “fox-mir2”,	 resultado	de	
ligar	el	plásmido	pRS426	con	 tres	 fragmentos	 independientes	obtenidos	por	PCR:	
Material	y	Métodos	
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● pDul14:	Plásmido	utilizado	para	 la	deleción	del	gen	carP,	 resultado	de	
ligar	el	plásmido	pRS426	con	3	fragmentos	independientes	obtenidos	por	PCR:	(1)	
la	 región	 5’	 de	 carP	 (cebadores	 OMP998/OMP999),	 (2)	 la	 región	 3’	 de	 carP	
(cebadores	 Fox-ZD-LNC-F/Fox-ZD-LNC-R)	 y	 (3)	 el	 cassette	 de	 resistencia	 a	
higromicina	B	de	pCSN44	(cebadores	HPH-6F/HPH-6R).	El	tamaño	es	de	9,8	kb.	
● pDul15:	 Plásmido	utilizado	para	 la	deleción	del	 gen	carF,	 resultado	de	
ligar	el	plásmido	pRS426	con	3	fragmentos	independientes	obtenidos	por	PCR:	(1)	
la	 región	 5’	UTR	 de	 carF	 (cebadores	 Fox-ZI-FOXG_09306F/	 Fox-ZI-FOXG_09306R),	
(2)	 la	 región	 3’	 UTR	 de	 carF	 (cebadores	 Fox-ZD-FOXG_09306F	 /	 Fox-ZD-







y	 5	 g	 de	 NaCl	 (Sambrook	 y	 Russell,	 2001).	 En	 caso	 de	 medio	 sólido,	 se	
añaden	15	de	agar.	
Este	medio	se	puede	suplementar	con	100	mg/l	de	ampicilina,	50	mg/l	de	




con	 NaOH	 y	 se	 esteriliza.	 Después	 de	 autoclavar	 se	 añade	 MgCl2	 a	 una	


















de	 glucosa	 y	 enrasar	 con	 agua	 destilada	 hasta	 1	 l.	 Alternativamente,	 se	
puede	emplear	un	medio	comercial	 (24	g/L	de	PDB	de	FORMEDIUM	LTD).	


















los	 protoplastos	 en	 cajas	 de	 Petri	 de	 medio	 de	 regeneración	 de	







Las	bacterias	E.	 coli	 se	 cultivaron	en	 LB	a	37°C,	 en	agitación	a	200	 rpm	en	el	









Como	 regla	 general,	 S.	 cerevisiae	 se	 cultivó	 en	 YPD	 sólido	 para	 refrescar	
estirpes	 de	 colección	 o	 en	 YPD	 líquido	 para	 obtener	 biomasa	 suficiente	 como	 pre-
inóculos.	En	los	experimentos	de	transformación	se	utiliza	el	medio	mínimo	SC	con	los	
aminoácidos	 y	 bases	 correspondientes	 (0,03%	 L-isoleucina,	 0,15%	 L-valina,	 0,02%	
L-arginina-HCl,	 0,03%	 L-lisina-HCl,	 0,02%	 L-metionina,	 0,05%	 L-fenilalanina,	 0,2%	
L-treonina,	0,02%	L-triptófano,	0,03%	L-tirosina,	0,02%	L-histidina	HCl	monohidratada,	
0,1%	 leucina,	 0,1%	 L-ácido	 glutámico,	 0,1%	 L-ácido	 aspártico,	 0,4%	 L-serina	 y	 0,02%	
L-adenina	hemisulfato).	Este	medio	no	se	complementa	con	uracilo,	ya	que	se	utiliza	
como	requerimiento	de	selección	en	el	que	el	crecimiento	sólo	se	permite	si	las	células	
son	 capaces	 de	 producir	 uracilo.	 El	 plásmido	 pRS426,	 que	 se	 utiliza	 en	 la	




● Generalmente	 se	usó	medio	PDB	para	 la	 esporulación	 y	 la	 obtención	de	micelio.	







mm	 de	 diámetro	 con	 80	 ml	 medio	 líquido	 inoculadas	 con	 106	 esporas	
frescas.	 Las	 cajas	 se	 mantuvieron	 estáticamente	 a	 30°C	 con	 los	
requerimientos	específicos	de	cada	experimento.	Los	cultivos	en	oscuridad	
se	incubaron	dentrode	cajas	de	cartón	(31cm	x	23cm	x	22cm)	envueltas	en	
papel	de	aluminio	para	 impedir	el	paso	de	 la	 luz.	 Los	 cultivos	en	 la	 luz	 se	


















Para	 la	 obtención	 de	 ADN	 plásmídico	 se	 utilizaron	 dos	 métodos	 diferentes	
dependiendo	de	la	calidad	y	pureza	que	se	quiera	obtener.		
● Método	 ordinario	 (>10	 μg):	 Se	 empleó	 el	 protocolo	 basado	 en	 la	 lisis	 alcalina	
(Stephen	 et	 al.,	 1990;	 Sambrook	 et	 al.,	 2001)	 con	 algunas	 modificaciones.	 Se	
inocularon	 3	ml	 de	 LB	 con	 el	 antibiótico	 correspondiente	 y	 se	 incubaron	 a	 37°C	
durante	 8-12	 horas	 en	 agitación	 a	 200	 rpm.	 Se	 tomaron	 1,5	ml	 del	 cultivo	 y	 se	
centrifugaron	 a	 13.000	 rpm	 durante	 1	 min.	 Se	 eliminó	 el	 sobrenadante	 y	 se	




ácido	 acético	 glacial	 11%	 v/v).	 Se	 centrifugó	 10	minutos	 en	 una	 centrífuga	 para	
tubos	 eppendorf	 a	 13.000	 rpm	 y	 se	 transfirió	 el	 sobrenadante	 a	 un	 tubo	 limpio.	
Para	precipitar	el	ADN	plasmídico	contenido	en	el	sobrenadante	se	añadieron	500	










similar	 al	 de	 extracción	 de	 ADN	 plasmídico	 de	 bacterias,	 cambiando	 algunas	












Se	 hicieron	 dos	 tipos	 de	 extracciones	 dependiendo	 de	 la	 cantidad	 de	 ADN	 a	
obtener.		
● Pequeña	 escala	 (<10	 μg	 ADN):	 Se	 utilizó	 el	 kit	 comercial	 Nucleo	 Spin	 Plant	 II	





hielo	 y	 se	 les	 añadió	 0,5	 ml	 de	 SDS	 10%,	 mezclando	 suavemente.	 La	 mezcla	 se	




una	 hora	 a	 -80°C	 y	 se	 centrifugó	 durante	 30	 minutos	 a	 4.500	 rpm	 a	 4°C.	 El	
precipitado	se	lavó	con	1	volumen	de	etanol	70%	(v/v)	y	el	ADN	se	resuspendió	en	
3	 ml	 de	 TE.	 Para	 eliminar	 el	 ARN	 se	 trató	 la	 muestra	 con	 ARNasa	 durante	 30	
minutos	a	37°C	y	se	volvió	a	precipitar	el	ADN	con	1	volumen	de	Isopropanol,	tras	
lo	cual	le	siguió	un	lavado	con	etanol	70%	(v/v).	Este	precipitado	se	resuspendió	en	
1	 ml	 de	 TE.	 En	 los	 casos	 necesarios	 se	 añadió	 un	 volumen	 de	







La	 extracción	 de	 ARN	 también	 tiene	 dos	 variantes	 según	 la	 cantidad	 y/o	 pureza	
necesaria	para	su	uso.	
● Pequeña	 escala	 (<40	 μg	 ADN):	 Se	 utilizó	 el	 kit	 comercial	 RNeasy®	 Plant	Mini	 Kit	
(QIAGEN),	 siguiendo	 las	 instrucciones	 del	 fabricante.	 En	 este	 caso	 la	 pureza	 del	
producto	es	muy	alta.	
● Gran	 escala	 (>50	 μg	ADN):	 Se	 utilizó	 el	 reactivo	 químico	 comercial	 TRIzol	 (TRIzol	
Reagent,	Ambion).	 Se	 trituraron	al	menos	150	mg	de	micelio	en	mortero	al	 igual	
que	para	extracción	de	ADN.	El	protocolo	 se	hizo	 siempre	en	hielo	para	evitar	 la	




μl	 de	 cloroformo,	 se	 agitó	 vigorosamente	 en	 vórtex	 durante	 15	 segundos	 y	 se	
mantuvo	 durante	 2-3	 minutos	 en	 hielo.	 Después	 se	 centrifugó	 a	 12.000	 rpm	
durante	15	minutos	a	4°C,	se	 retiró	 la	 fase	acuosa	y	se	pasó	a	un	 tubo	 limpio,	al	


















8).	 La	 concentración	 de	 agarosa	 varió	 en	 función	 del	 tamaño	 de	 los	 fragmentos	 a	
separar,	 oscilando	 entre	 0,7%	 (p/v)	 para	 electroforesis	 de	 rutina	 y	 2%	 (p/v)	 para	
diferenciar	 tamaños	 inferiores	 a	 200	 pb.	 Para	 visualizar	 los	 ácidos	 nucleicos	 por	



















por	 Takara	 y	 New	 England	 Biolabs.	 Los	 tratamientos	 del	 ADN	 con	 una	 enzima	 de	
restricción	se	realizaron	con	el	tampón	y	la	temperatura	de	incubación	recomendados	
por	el	fabricante.	Se	empleó	siempre	al	menos	una	unidad	de	enzima	por	cada	μg	de	




Para	 clonar	 fragmentos	de	ADN	amplificados	por	PCR,	 se	empleó	el	plásmido	
comercial	 pGEM®-T	 Easy	 (Promega),	 siguiendo	 las	 instrucciones	 del	 fabricante.	 De	
manera	rutinaria	antes	de	la	clonación,	los	fragmentos	se	precipitaron	con	acetato	de	
sodio	 y	 etanol	 (descrito	 en	 Precipitación	 de	 ADN)	 o	 se	 purificaron	 utilizando	 el	 kit	





óptica	 a	 260	 nm	 utilizando	 un	 espectrofotómetro	 Nanodrop®	 ND-1000.	 En	 algunas	




















● Para	 eliminar	 los	 restos	 de	 ADN	 se	 utilizó	 el	 kit	Recom	DNase	 RNase-free	 (USB).	
Generalmente	 se	 partió	 de	 2.450	 ng	 de	 ARN	 total	 (7	 µl	 de	 una	 solución	 de	 350	




inversa	 mediante	 el	 kit	 Transcriptor	 First	 Strand	 cDNA	 synthesis	 kit	 (Roche),	
siguiendo	las	instrucciones	del	fabricante.	
● Para	analizar	la	dirección	del	transcrito	del	gen	carP	se	utilizó	una	variante	de	este	
protocolo.	 La	 modificación	 consiste	 en	 sustituir	 el	 cebador	 poliT,	 usado	 en	 la	
síntesis	de	ADNc	común,	por	una	mezcla	de	cebadores	específicos	para	cada	una	
de	 las	 cadenas,	 de	 manera	 que	 solo	 se	 obtiene	 el	 sustrato	 de	 ADNc	
correspondiente	 a	 la	 orientación	 del	 transcrito.	 Cada	 mezcla	 de	 cebadores	 está	
compuesta	por	4	cebadores	diferente,	de	unos	20	pb,	que	cubren	distintas	partes	
del	 transcrito	 en	 una	 sola	 orientación.	 Posteriormente,	 se	 realiza	 una	 PCR	 con	
ambos	sustratos	y	solo	se	espera	que	sea	visible	el	producto	de	PCR	en	el	sustrato	





ello	 se	 utilizó	 como	 molde	 el	 ADNc	 obtenido	 a	 partir	 de	 ARN	 con	 las	 parejas	 de	
cebadores	apropiadas	y	se	amplificaron	productos	con	una	longitud	de	entre	150	y	200	
pb.	Estos	ensayos	se	 llevaron	a	cabo	en	dos	pasos	con	el	kit	Light	cycler	SYBR	Green	
Master	 I	 (Roche).	 Se	 utilizaron	 50	 ng	 de	 ARN	 a	 una	 concentración	 de	 25	 ng/μl.	 La	
muestra	 se	mezcló	 con	 0.4	 μM	 de	 los	 cebadores	 directo	 y	 reverso,	 5	 μl	 de	 1xSYBR	
Green	 I	Master,	que	 incluye	polimerasa	Taq,	 tampón	de	reacción,	dNTPs,	y	MgCl2.	El	
volumen	 final	 de	 muestra	 por	 pocillo	 fue	 de	 10	 μl.	 El	 programa	 usado	 para	 la	





Para	 cada	muestra	 de	 ADNc	 se	 realizaron	 3	 réplicas	 técnicas	 simultáneas.	 La	
reacción	de	amplificación	se	 lleva	a	cabo	en	placas	de	384	pocillos	con	el	equipo	RT-




equipo	 para	 aumentos	 de	 0,5°C	 cada	 5	 segundos,	 comenzando	 a	 los	 55°C	 hasta	
alcanzar	los	95°C,	determinándose	la	fluorescencia	tras	cada	aumento	de	temperatura.		
Los	 niveles	 relativos	 de	 productos	 de	 RT-qPCR	 se	 determinaron	 usando	 el	
método	 ΔΔCt	 (Livak	 y	 Schmittgen,	 2001;	 Pfaffl,	 2001),	 siendo	 los	 valores	 de	 Ct	
normalizados	según	el	valor	Ct	obtenido	para	el	gen	de	la	tubulina	usado	como	gen	de	
referencia	endógena.	Para	ello	se	aplicó	la	ecuación:	









ChIP-QPCR-carB-1F	 OMP-1037	 CTGAACGAGGCGCAGTTAAT	 qPCR-ChIP	
ChIP-QPCR-carB-1R	 OMP-1038	 CATTTTGACAGCACCACCAC	 qPCR-ChIP	
ChIP-QPCR-carB-2F	 OMP-1039	 GGTTTGGTTTGGAGGGTTTT	 qPCR-ChIP	
ChIP-QPCR-carB-2R	 OMP-1040	 GTTGGAATTTGCTTGGCATC	 qPCR-ChIP	
ChIP-QPCR-carF/carP-3F	 OMP-1045	 AGGTTCAAAATGGGGCTCTT	 qPCR-ChIP	
ChIP-QPCR-carF/carP-3R	 OMP-1046	 GGCATTGATTCTTCCGCTTA	 qPCR-ChIP	
ChIP-Promo-Tub-3F	 OMP-1185	 GGCGATACTTCACATACTGGGC	 qPCR-ChIP	
ChIP-QPCR-carRA/carX-1F	 OMP-1051	 TGTGTGACGGCATACGAGAT	 qPCR-ChIP	
ChIP-QPCR-carRA/carX-1R	 OMP-1052	 GAGGGTGTAGTGGGGTAGCA	 qPCR-ChIP	
ChIP-QPCR-carRA/carX-2F	 OMP-1053	 GCTACCCCACTACACCCTCA	 qPCR-ChIP	
ChIP-QPCR-carRA/carX-2R	 OMP-1054	 TCACGGTAACGGCAATATCA	 qPCR-ChIP	
ChIP-Promo-Tub-3R	 OMP-1186	 CCCGCAGTGGCAGGCACGCC	 qPCR-ChIP	
ChIP-QPCR-carS-3F	 OMP-1061	 CCCTGTCAGAAATCCCAGAA	 qPCR-ChIP	
ChIP-QPCR-carS-3R	 OMP-1062	 CATCTCCGTTGTGTGAATCG	 qPCR-ChIP	
ChIP-Telom-Cnegativo-3F	 OMP-1191	 GCGCGTGCGAGCGTCGTGACG	T	 qPCR-ChIP	
ChIP-Telom-Cnegativo-3R	 OMP-1192	 CACAAGCTTATGTCTGCAACGG	 qPCR-ChIP	
Foxy-2R-carS	 OX4	 TCCTCGAGGCTAACATCGTC	 RT-PCR	
Foxy-3F-carS	 OX5	 CCTTGACGGATACATCGTCG	 RT-PCR	
Tub-2F	 VAR-27	 CCGGTGCTGGAAACAACTG	 RT-PCR	
Tub-2R	 VAR-28	 CGAGGACCTGGTCGACAAGT	 RT-PCR	
RTFoxyA-2F-carRA	 VAR-67	 CATCCAGCGCGAAGTTGTC	 RT-PCR	
RTFoxyA-2R-carRA	 VAR-68	 CGCGCGATATTGACGTATTG	 RT-PCR	
RTFoxyA-3F-carB	 VAR-69	 CCATGTGAAGGGAGTGTTGATG	 RT-PCR	
RTFoxyA-3R-carB	 VAR-70	 CCATGTGAAGGGAGTGTTGATG	 RT-PCR	
RTFoxy-7F-carF	 VAR-77	 GCAGCTTCAGGGCCAGAA	 RT-PCR	
RTFoxy-7R-carF	 VAR-78	 TGGTCGAAAAGTTCAGCATCCT	 RT-PCR	
RT-Fox-carX-1F	 VAR-343	 CTTCCCGCGGCATCAA	 RT-PCR	
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RT-Fox-carX-1R	 VAR-344	 ACAGCATGGCGCTGTATGAA	 RT-PCR	
RT-Fox-carD-1F	 VAR-345	 GATGAGCCTGTCCCCAATGT	 RT-PCR	
RT-Fox-carD-1R	 VAR-346	 GCGAGTGCGGTGCTTCA	 RT-PCR	
RT-Fox-carO-1F	 VAR-347	 GCTCGTCTGCACGCTAAACA	 RT-PCR	
RT-Fox-carO-1R	 VAR-348	 CGCACATGACAAAGGTTCGA	 RT-PCR	
RT-Fox-carT-1F	 VAR-349	 TGCGCTTTTGGCGAATGT	 RT-PCR	
RT-Fox-carT-1R	 VAR-350	 TCGACACCTCCGTCTTCTCAT	 RT-PCR	
RT-TDulA-F-carP	 VAR-391	 TGCGGACCGTCCAAGAGT	 RT-PCR/PCR	
RT-TDulA-R-carP	 VAR-392	 CGCCGATCTTGCTCTTGTTT	 RT-PCR/PCR	
RT-Fox-cryD-1F	 VAR-393	 CACCTCAGGAACCTCCGTTTC	 RT-PCR	
RT-Fox-cryD-1R	 VAR-394	 ATAGGCTGGAGGGTCTTGCA	 RT-PCR	
RT-Fox-vvdA-1F	 VAR-395	 GTACGGACAAGGTCGCTTCAC	 RT-PCR	
RT-Fox-vvdA-1R	 VAR-396	 GAAGGGCTGGCCATATTTCTT	 RT-PCR	
RT-Fox-wcoA-1F	 VAR-397	 AGTAACGGCACCGAAAACCA	 RT-PCR	
RT-Fox-wcoA-1R	 VAR-398	 TTGTCCTCTGAGGCCAAAGC	 RT-PCR	
RT-Fox-con10-1F	 VAR-399	 CTCTTTTGAGCCTGGTAGTGAGAAG	 RT-PCR	
RT-Fox-con10-1R	 VAR-400	 CATCGATCCAAAGTCATGTCTCAT	 RT-PCR	
RT-Foxg_08913-1F	 VAR-401	 GGCGAAGCGAGTGTGATTCT	 RT-PCR	
RT-Foxg_08913-1R	 VAR-402	 GAAAGGACTGGTGGCATCAAC	 RT-PCR	
RT-Foxg_10652-1F	 VAR-403	 GGGCCAGTGGTCTCGAATAA	 RT-PCR	
RT-Foxg_10652-1R	 VAR-404	 TTGGTCAAATGGCAGGTGTCT	 RT-PCR	
miARN2-Fo-1R	 OMP-640	 CCAGAAGTAAGTAGTGTTGC	 PCR_mir2	
HPH-6F	 OMP-692	 GTCGGAGACAGAAGATGATATTGAAGGAGC	 PCR_HygR	
HPH-6R	 OMP-693	 GTTGGAGATTTCAGTAACGTTAAGTGGAT	 PCR_HygR	
PCR-mir2-07-1R	 OMP-826	 GTGTAGAGATTGGTGGGGGTT	 PCR_mir2	
Tub-oxy-1F	 OMP-842	 AGGTCATTAGCATCAACGTTG	 PCR_Tubulina	
Tub-oxy-1R	 OMP-843	 AGAAAGTGAAGACCATGCCTC	 PCR_Tubulina	
P-Fox-mir1-5F	 OMP-897	 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAACGATTGTGATGGTACGTGTGCA	 PCR_mir1	
P-Fox-mir1-5R	 OMP-898	 ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACAAGCTCTCTCTGATCTGATT	 PCR_mir1	
T-Fox-mir1-3F	 OMP-899	 CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACAAGAAGGGTCCTGGGGTATGG	 PCR_mir1	
T-Fox-mir1-3R	 OMP-900	 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCAGAATGCAGGGTTCTCAGTGAA	 PCR_mir1	
P-Fox-mir2-5F	 OMP-901	 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGATGACAAGTGCAAGGCTTGA	 PCR_mir2	
P-Fox-mir2-5R	 OMP-902	 ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACCCCTCACTCATCTCGATAATCG	 PCR_mir2	
T-Fox-mir2-3F	 OMP-903	 CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACGTAGAGTAACGACCACCTCC	 PCR_mir2	
T-Fox-mir2-3R	 OMP-904	 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCAAAAGGGGTTGTATAAGGTAGG	 PCR_mir2	
Foxy-39R	 OMP-945	 GCCAATCCATTTCCTCAACCT	 PCR_southern_mir1	
Foxy-41R	 OMP-948	 TACTCCTTGAGCAGCGGGAA	 PCR_southern_mir2	
Foxy-48F	 OMP-987	 AGTAGCGTCGATGTGCCAGTTG	 PCR_carP	
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Foxy-48R	 OMP-988	 TTTAGACGCCTCCAGTCTAAGC	 PCR_carP	
Fox-ZI-Foxg_09306-F	 OMP-994	 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGTCTTCATACCTAACAACCAA	 PCR_carF	
Fox-ZI-Foxg_09306-R	 OMP-995	 ATCCATTTAACGTTACTGAAATCTCCAACACACCGTGACAGATTCGTGAG	 PCR_carF	
Fox-ZD-Foxg_09306-F	 OMP-996	 CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACGGGTGTGTGAGTATTTGGTAT	 PCR_carF	
Fox-ZD-Foxg_09306-R	 OMP-997	 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCATCTTTTTTGCCTTCTAACAC	 PCR_carF	
Fox-ZI-LNC-F	 OMP-998	 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTGAATAACGGAATTGCCTAGA	 PCR_carP	
Fox-ZI-LNC-R	 OMP-999	 ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACTAGTTGAGAGGGAAACCTGCC	 PCR_carP	
Fox-ZD-LNC-F	 OMP-1000	 CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACAGAGTAACGACCACCTCCCAC	 PCR_carP	
Fox-ZD-LNC-R	 OMP-1001	 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCGGGGCAGTGAGCAGATCTGAC	 PCR_carP	
Sonda-Foxg-1F	 OMP-1029	 GAAACATCGGTCGTCGACTTACC	 PCR_southern_	carF	
Sonda-Foxg-1R	 OMP-1030	 TGCCTCCCGTTCCCATTGTCC	 PCR_southern_	carF	
Sonda-carP-1F	 OMP-1031	 CACGCTATCAACGGCTACGCC	 PCR_southern_	carP	
Sonda-carP-1R	 OMP-1032	 TTGAGTCGTTACTCTTCGTTGTGTC	 PCR_southern_	carP	
Foxy-6F	 OX10	 GAGTCGAGAGAGAAGCGAGA	 PCR_mir2	
Foxy-7F	 OX11	 GCCTCTAATAATCATCGGGA	 PCR_pDul7	
Foxy-21F	 OX33	 CCGATATGGTCTGTTTATGACG	 PCR_pLR28	
Foxy-22F	 OX35	 CCATTTCTCTCTAACCGTCC	 PCR_mir1	
Foxy-23R	 OX37	 GCATCATCGTTCTCTCAAGC	 PCR_mir1	
Foxy-22-22-R	 OX38	 CCTTCTTCATAGCGTAACCG	 PCR_pLR28	
Foxy-25F-E6-1F	 OX41	 GCTTGAGAGAACGATGATGC	 PCR_pR29	
	
Precipitación	de	ADN	

















electroforesis,	 se	 fotografió	el	 gel	 y	 se	pasó	a	desnaturalizar	el	ADN	y	a	 su	posterior	
hibridación.		
Los	 tratamientos	 del	 gel	 se	 llevaron	 a	 cabo	 a	 temperatura	 ambiente	 y	 con	
agitación	 suave.	 Primero	 se	 sometió	 a	 una	 depurinización	 ácida	 (hidrólisis	 parcial)	
sumergiendo	 el	 gel	 en	 HCl	 0,25	 M	 con	 dos	 lavados	 consecutivos	 de	 15	 minutos,	
lavando	 a	 continuación	 con	 agua.	 Posteriormente	 se	 realizó	 una	 desnaturalización	
alcalina	 en	 NaOH	 3	 M	 NaCl	 1.5	 M	 dos	 veces	 durante	 15	 minutos.	 Finalmente,	 se	
neutralizó	el	ADN	sumergiendo	el	gel	en	una	solución	Tris	0.5	M	NaCl	3	M	pH	7,5	dos	
veces	durante	15	minutos.		
















En	 la	medida	de	 lo	posible	 se	evitaron	 las	burbujas	de	aire	que	pudieran	quedar	




se	 irradió	 la	 superficie	 de	 cada	 cara	 durante	 1	 minuto	 a	 700	 J/m2	 de	 radiación	
ultravioleta	con	un	equipo	Cross-linker	RPN	2500	(Amersham).		
	





(en	 función	 de	 su	 actividad)	 marcado	 radiactivamente	 con	 P32.	 Esta	 mezcla	 se	
Material	y	Métodos	
	45	




● Hibridación:	 La	 membrana	 se	 pre-incubó	 con	 una	 solución	 de	 prehibridación	
(Na2HPO4	 0,5	 M,	 SDS	 7%	 p/v)	 sin	 sonda	 durante	 al	 menos	 30	 minutos	 a	 65°C,	
pudiendo	estar	en	esas	condiciones	durante	el	tiempo	de	preparación	de	la	sonda.	
Una	vez	desnaturalizada	la	sonda	marcada,	se	añadió	a	la	solución	de	hibridación	y	
se	 incubó	 toda	 la	 noche	 a	 65°C	 en	 un	 horno	 de	 hibridación	 (HB-1000	Hybridizer,	
UVP).	 Pasado	 el	 tiempo	 de	 incubación	 con	 la	 sonda,	 ésta	 se	 retiró	 y	 se	 lavó	 la	
membrana	 con	 la	 solución	 de	 lavado	 (SSPE	 20x*,	 SDS	 0,5%,	 EDTA	 5mM)	
precalentada	a	55°C,	durante	5	minutos	a	temperatura	ambiente.	Seguidamente	se	
volvió	a	lavar	con	solución	de	lavado	durante	1	hora	a	65°C,	se	retiró	la	solución	y	se	





● Detección:	 Para	 la	 visualización	 de	 las	 señales	 radiactivas	 en	 la	 membrana	 se	
empleó	un	equipo	FujiFilm	modelo	FLA	5100	(Life	Science),	que	permite	la	captación	




La	 técnica	 de	 northern	 es	 similar	 a	 la	 técnica	 de	 Southern	 con	 algunas	
diferencias.	En	este	 caso	 se	empleó	ARN,	una	cantidad	 superior	a	 	10	µg	de	ARN.	El	


































0,3-0,4.	 Posteriormente,	 se	 recogió	 todo	 el	 cultivo	 en	 tubos	 Falcon	 de	 50	ml,	 se	
mantuvo	10	minutos	en	hielo,	y	se	centrifugó	durante	7	minutos	a	4.500	rpm	a	4°C.	
Luego	 se	 retiró	 el	 sobrenadante,	 se	 dejó	 el	 tubo	 boca	 abajo	 durante	 10	 min	 a	
temperatura	ambiente,	se	 resuspendió	en	1/5	del	volumen	 inicial	en	CaCl2	0,1	M	
frío	 y	 esta	 mezcla	 se	 mantuvo	 durante	 10	 minutos	 a	 0°C.	 Después	 se	 volvió	 a	
centrifugar	durante	7	minutos	 a	4.500	 rpm	a	4°C,	 se	 retiró	el	 sobrenadante	 y	 se	
resuspendió	 en	 1/25	 del	 volumen	 inicial	 en	 CaCl2	 0,1	M	 frío	 y	 glicerol	 50%.	 Las	






Después	 se	añadieron	400	μl	de	 LB	y	 se	 incubó	durante	45	minutos	en	agitación	








● Preparación	de	 las	células	competentes:	 Las	células	se	obtuvieron	a	partir	de	un	
preinóculo	 incubado	durante	12-14	horas	en	medio	YPD.	Tras	esta	 incubación,	el	
preinóculo	 se	 usó	 para	 inocular	 cultivos	 de	 100	 ml	 de	 YPD	 que	 crecieron	 hasta	
alcanzar	 una	 densidad	 óptica	 a	 600	 nm	 de	 0,5-0,6.	 Las	 células	 así	 obtenidas	 se	
centrifugaron	 y	 lavaron	 con	 H2O	 estéril	 y	 seguidamente	 con	 una	 solución	 de	
acetato	de	 litio	100	mM	en	tampón	TE	 (Tris	10	mM,	EDTA	1	mM	pH	7,5).	Tras	 la	
nueva	centrifugación,	se	volvieron	a	resuspender	en	2	ml	de	la	misma	solución	y	se	
mantuvieron	a	30°C		durante	1	hora	en	agitación	a	200	rpm.	




30	 minutos	 en	 agitación,	 tras	 lo	 cual	 se	 sometieron	 a	 choque	 térmico	 a	 42°C	
durante	 20	 minutos.	 Finalmente	 las	 células	 se	 lavaron	 con	 H2O,	 se	 sembraron	






Los	 protoplastos	 se	 obtuvieron	 siguiendo	 el	 protocolo	 descrito	 por	 Powell	 y	
Kistler	 (1990),	 con	 algunas	 modificaciones.	 Se	 inocularon	 esporas	 del	 hongo	
procedentes	 de	 suspensiones	 congeladas	 en	 glicerol	 en	 100	ml	 de	 medio	 PDB	 y	 se	
cultivaron	 3-5	 días	 a	 30°C	 en	 agitación	 a	 200	 rpm.	 Transcurrido	 este	 tiempo	 se	
recogieron	las	nuevas	esporas	por	filtración	y	se	inocularon	5·108	esporas	en	100	ml	de	





g/l	 de	 Driselasa	 de	 Basidiomicetos	 (Sigma)	 y	 60	 mg/l	 de	 quitinasa	 de	 Streptomyces	
griseus	(Sigma).	La	solución	enzimática	se	mezcló	en	agitación	durante	30	minutos,	se	
centrifugó	durante	15	minutos	a	3.000	rpm	a	4°C	y	se	pasó	por	un	filtro	de	0,45	µm	
(MILLEX®	 Filer	 Unit,	 MF-Millipore,	 MCE	 Membrane).	 El	 tratamiento	 enzimático	 se	
prolongó	 entre	 30	minutos	 y	 1	 hora	 en	 agitación	 a	 100	 rpm	 hasta	 la	 formación	 de	
















Para	 la	 transformación	 de	 protoplastos	 se	 añadieron	 los	 siguientes	
componentes	en	el	siguiente	orden:	50	µl	de	STC	2x,	el	volumen	necesario	para	añadir	
10	µg	de	ADN	y	se	completó	hasta	100	µl	con	H2O.	Esta	mezcla	se	añadió	a	100	µl	de	







nuevo	 cuidadosamente	 y	 se	 centrifugó	 15	 minutos	 a	 3.000	 rpm.	 A	 continuación	 se	
eliminó	el	 sobrenadante	dejando	alrededor	de	200	µl	de	 la	mezcla,	de	 forma	que	se	
pueda	resuspender	bien	el	precipitado.	A	lo	largo	de	los	distintos	pasos,	se	evitó	hacer	
burbujas	en	 la	manipulación	de	 los	protoplastos.	Luego	se	añadieron	50-100	µl	de	 la	
suspensión	de	protoplastos	 a	7	ml	de	agar	de	 cobertera,	 se	mezcló	 inmediatamente	
invirtiendo	el	tubo	y	se	extendió	en	una	caja	de	Petri	con	medio	de	regeneración.	Tras	
12-14	 horas	 de	 incubación	 se	 añadieron	 otros	 7	 ml	 de	 agar	 de	 cobertera	 con	







La	 deleción	 de	 genes	 de	 F.	 oxysporum	 se	 llevó	 a	 cabo	 mediante	
reemplazamiento	 génico	 dirigido	 utilizando	 la	 técnica	 de	 inactivación	 de	 genes	 de	
Neurospora	 (Rose	 et	 al.,	 1990;	 Colot	 et	 al.,	 2006).	 Esta	 técnica	 se	 basa	 en	 el	
reemplazamiento	 del	 gen	 diana	 por	 un	 cassette	 de	 resistencia	 a	 un	 antibiótico	
mediante	 la	 recombinación	 homóloga	 entre	 secuencias	 circundantes	 de	 dicho	 gen	
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diana,	 y	 las	 mismas	 secuencias	 presentes	 también	 en	 el	 vector	 rodeando	 a	 dicho	
cassette	(Figura	M1).		
Para	 la	 construcción	 del	 vector	 se	 utilizó	 el	 mecanismo	 de	 recombinación	
homóloga	de	S.	cerevisiae.	Por	una	parte	se	obtuvo	mediante	amplificación	por	PCR	la	
secuencia	promotora	del	gen	diana,	que	posee	en	el	extremo	más	alejado	del	gen	una	








cola	 con	 una	 secuencia	 del	 plásmido	 pRS462.	 Se	 obtuvo	 también	 mediante	 PCR	 el	
cassette	 hygR,	 en	 cuyos	 extremos	 se	 encuentran	 las	 secuencias	 de	 las	 colas	
introducidas	 a	 cada	 uno	 de	 los	 fragmentos.	 Finalmente,	 se	 usó	 el	 plásmido	 pRS426	




las	 secuencias	 coincidentes	 de	 sus	 extremos.	 De	 esta	 forma	 se	 generó	 un	 plásmido	
cerrado	derivado	de	pRS426	que	 contiene	el	cassette	 de	 resistencia	 rodeado	por	 las	



















superproductoras	 de	 carotenoides.	 Las	 extracciones	 de	 carotenoides	 se	 hicieron	 en	
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tubos	 eppendorf	 de	 2	 ml	 con	 tapón	 de	 rosca,	 empleando	 un	 homogeneizador	 de	
células	FastPrep	24	Instrument	(MP	Biomedicals).	A	cada	muestra	de	micelio	liofilizado	




un	 tubo	 limpio,	 en	 el	 que	 se	 fueron	 acumulando	 los	 carotenoides	 extraídos.	 El	
procedimiento	 se	 repitió	 hasta	 que	 el	 micelio	 quedó	 completamente	 incoloro.	 El	
número	 de	 ciclos	 de	 extracción	 varió	 con	 la	 estirpe	 en	 función	 de	 su	 contenido	 en	
carotenoides.	Cuando	terminó	la	extracción,	la	acetona	recogida	se	centrifugó	a	13.000	
rpm	para	 eliminar	 los	 restos	 de	micelio	 y	 arena,	 se	 pasó	 a	 un	 tubo	 limpio	 y	 se	 dejó	
secar	en	una	centrífuga	de	vacío	(Speedvac	de	Eppendorf)	a	una	temperatura	inferior	a	
40°C.	 Los	 extractos	 se	 disolvieron	 en	 acetona	 y	 se	 determinaron	 los	 espectros	 de	
absorción	desde	350	a	650	nm	en	un	espectrofotómetro	Beckman	DU	640,	(Beckman	



























Antes	 de	 seguir	 con	 el	 protocolo	 de	 inmunoprecipitación	 de	 cromatina	 se	
comprobó	su	grado	de	fragmentación.	Se	retiró	una	alícuota	de	100	µl	de	cromatina	de	
cada	una	de	las	muestras,	se	añadió	Proteinasa	K	(0,3	mg/ml)	y	ARNasa	(0,3	mg/ml)	a	
cada	 una	 de	 las	 muestras	 y	 se	 llevó	 a	 un	 volumen	 final	 de	 350	 µl	 de	 Solución	 de	
Sonicación.	Después	 la	mezcla	 se	 incubó	durante	12-14	horas	a	65°C,	 se	 trató	 con	1	
volumen	de	fenol-cloroformo	(v/v),	se	precipitó	con	etanol	96°	y	acetato	sódico	3	M	y	
el	 precipitado	 de	 ADN	 se	 resuspendió	 en	 H2O.	 Se	 cuantificó	 la	 cantidad	 de	 ADN,	 se	
corrió	una	alícuota	en	un	gel	al	1.2	%	de	agarosa,	y	se	visualizó	si	la	cromatina	estaba	
suficientemente	fragmentada.	Se	observó	que	la	mayoría	de	las	bandas	fragmentadas	
se	 concentraban	 en	 la	 zona	 entre	 250	 y	 700	 pb.	 Sólo	 se	 continuó	 el	 protocolo	 de	











A	 continuación,	 se	 incubaron	 200	 ng	 de	 cromatina	 fragmentada	 con	 2	 µg	 de	
anticuerpo	procedentes	de	conejo	(representados	en	 la	Tabla	3)	en	un	volumen	final	
de	1,2	ml	de	una	Solución	de	Dilución,	que	contenía	Tris-HCl	16,5	mM	pH	8,	NaCl	167	
mM,	 EDTA	 1,2	mM,	 Tritón	 X-100	 1.1%,	 Trichostatin	 A	 0,5	 µM	 y	 cóctel	 inhibidor	 de	
proteasas	cOmplete	1x	(Roche)	a	4°C	durante	12-14	horas	en	una	gradilla	giratoria	a	15	
rpm.	 Tras	 esta	 incubación	 se	 añadieron	 a	 la	 mezcla	 30	 µl	 de	 bolas	 magnéticas	
previamente	lavadas	con	Solución	de	Dilución,	y	se	incubó	durante	1	hora	a	4°C	en	una	
gradilla	giratoria	a	15	rpm.		
Para	 finalizar	 el	 proceso	 de	 incubación	 la	muestra	 se	 sometió	 a	 una	 serie	 de	
lavados.	La	muestra	se	mantuvo	durante	todo	el	lavado	en	una	gradilla	magnética,	de	


















Para	 separar	 el	 ADN	 de	 las	 proteínas	 a	 las	 que	 se	 había	 adherido	 (Reverse	
Crosslinking),	 la	muestra	 se	 trató	 con	NaCl	 a	 una	 concentración	 final	 de	 0,2	M	 y	 se	
incubó	a	65°C	durante	12-14	horas.	Tras	esta	 incubación,	se	añadió	a	 la	muestra	una	
solución	 para	 una	 concentración	 final	 de	 EDTA	 10	 mM,	 Tris-HCl	 40	 mM	 pH	 6,5	 y	
Proteinasa	K	0,2	mg/ml,	y	la	mezcla	se	incubó	durante	1	hora	a	45°C.	Después	de	esta	
incubación,	 se	 realizó	 un	 tratamiento	 con	 Fenol:Cloroformo	 (1:1	 v/v),	 se	 lavó	 con	 1	





Anticuerpo	 Concentración	 Nº	Catálogo	 Casa	comercial	
Histona	H3K9ac	(pAb)	 1	µg/µl	 39917-18	 ACTIVE	MOTIF	
Histona	H3K4me3	(pAb)	 1	µg/µl	 39915-16	 ACTIVE	MOTIF	
Histona	H3K9me3	(pAb)	 Serum	 39161-2	 ACTIVE	MOTIF	
Histona	H3	antibody	 0,5	µg/µl	 06755	 Millipore	





Se	 realizaron	 medidas	 por	 PCR	 cuantitativa	 utilizando	 como	 molde	 ADN	
inmunoprecipitado	con	un	anticuerpo	específico;	es	decir,	se	determinaron	los	niveles	
de	 cromatina	 inmunoprecipitada	 para	 cada	 gen	 bajo	 estudio	 mediante	 qPCRS.	 Para	
cuantificar	 el	 producto	de	 reacción	 se	utilizó	el	 kit	 comercial	Power	 SYBR	Green	PCR	
Master	Mix	 (Life	 Technology)	 siguiendo	 las	 instrucciones	del	 fabricante,	 junto	 con	 la	
muestra	de	ADN	 (10	ng)	y	 la	pareja	de	cebadores	correspondiente	a	 la	 secuencia	de	
ADN	objeto	de	estudio.	 La	 reacción	de	amplificación	se	 llevó	a	cabo	en	placas	de	96	
pocillos	 con	 el	 equipo	 ABI	 7500	 (Applied	 Biosystems).	 El	 programa	 usado	 para	 la	
amplificación	del	ADN	consistió	en	una	pre-incubación	de	5	minutos	a	95°C,	y	45	ciclos	










Con	 el	 fin	 de	 verificar	 que	 la	 pareja	 de	 cebadores	 utilizados	 en	 cada	 región	
analizada	es	apta	para	el	análisis,	se	prepararon	diluciones	seriadas	de		cromatina	de	
una	 de	 las	 muestras	 y	 se	 llevó	 a	 cabo	 la	 reacción	 de	 amplificación.	 Se	 utilizó	 un	
programa	 on-line	 de	 cálculos	 de	 eficiencia	 de	 qPCR,	 que	 determina	 el	 factor	 de	
amplificación	de	la	pareja	de	cebadores	a	partir	de	la	pendiente	de	la	recta	resultante	
en	 la	 amplificación	 de	 la	 dilución	 seriada	 realizada	 (http://	 dharmacon.	
horizondiscovery.com/resources/tools-and-calculators/qpcr-efficiency-calculator/).	 Si	





Las	 secuencias	 de	 ADN	 y	 las	 informaciones	 del	 genoma	 de	 F.	 oxysporum	 se	
obtuvieron	 a	 través	 del	 servidor	 del	 Broad	 Institute	 (www.broadinstitute.org)	 y	 a	
través	 del	 servidor	 EnsemblFungi	 (http://fungi.ensembl.org).	 Esta	 última	 fuente	
también	se	utilizó	para	obtener	la	identidad	y	localización	de	dominios	para	el	diseño	
de	los	cebadores	de	interés.		
Los	 análisis	 BLAST	 y	 BLASTP	 se	 realizaron	 a	 través	 del	 servidor	 del	 NCBI	
(National	Center	of	Biotechnology	and	Informatics.	www.ncbi.nlm.nih.gov).	
Las	 secuenciaciones	 se	 realizaron	 a	 través	 de	 la	 empresa	 Stab	 Vida,	 y	 se	
analizaron	 con	 el	 programa	 informático	 de	 alineamiento	 de	 secuencias	 ClustalW2	
(European	 Bioinformatics	 Institute	 of	 the	 European	 Molecular	 Biology	 Laboratory,	
EMBL-EBI)	y	a	través	del	software	Nucleobytes	4Peaks	(2004-2015	Nucleobytes	B.V).	
Los	 mapas	 de	 restricción,	 las	 fases	 abiertas	 de	 lectura	 y	 las	 secuencias	




La	 secuenciación	 para	 el	 análisis	 de	 RNA-Seq	 la	 llevó	 a	 cabo	 la	 empresa	
LifeSequencing	 (Valencia)	 mediante	 la	 plataforma	 Illumina.	 Esta	 empresa	 determinó	
también	 los	 análisis	 de	 calidad	 de	 las	 muestras	 a	 través	 del	 parámetro	 RIN.	 Las	






Muestra/Condición	 Referencia	 260/280	 RIN	 Concentración	(ng/µl)	 Ng	Totales	
Silvestre	oscuridad R1	 150022	 2,1	 9.80	 177	 8850	
Silvestre	luz R1	 150023	 2,09	 10	 187	 9350	
T2	oscuridad R1	 150024	 2,09	 9.90	 308	 15400	
T3	oscuridad R1	 150025	 2,09	 10	 194	 9700	
SX1 oscuridad R1	 150026	 2,09	 10	 222	 11100	
SX2 oscuridad R1	 150027	 2,09	 10	 178	 8900	
Silvestre	oscuridad R2	 150028	 2,1	 9.80	 200	 10000	
Silvestre	luz R2	 150029	 2,04	 9.70	 223	 11150	
T2	oscuridad R2	 150030	 2,08	 10	 208	 10400	
T3	oscuridad R2	 150031	 2,1	 10	 207	 10350	
SX1 oscuridad R2	 150032	 2,05	 10	 161	 8050	
SX2 oscuridad R2	 150033	 2,09	 10	 175	 8750	
	
Para	 el	 análisis	 estadístico	 y	 gráfico	 de	 los	 datos	 de	 secuencias	 se	 usó	 el	
programa	Rstudio	3.1,	basado	en	scripts	proporcionados	por	el	Dr.	Francisco	Romero-
Campero	 (Departamento	 de	 ciencias	 de	 la	 Computación	 e	 Inteligencia	 Artificial,	
Universidad	 de	 Sevilla)	 y	 el	 programa	 para	 análisis	 de	 datos	 Bioconductor	
(www.bioconductor.org).	 Para	el	mapeo	y	 visualización	de	 lecturas	 genómicas	de	 las	
muestras	analizadas	se	usó	la	aplicación	IGV	(Integratives	genomics	viewer	2.3.57).	
El	 proceso	 de	 las	 muestras	 del	 protocolo	 de	 Illumina	 se	 resume	 en	 los	
siguientes	pasos:		
















El	 mapeo	 de	 lecturas	 frente	 al	 genoma	 de	 referencia	 de	 F.	 oxysporum,	 el	
ensamblaje	 de	 los	 transcritos	 y	 el	 estudio	 de	 la	 expresión	 diferencial	 se	 analizaron	
utilizando	 las	 herramientas	 Bowtie,	 TopHat,	 Cufflinks	 y	 Cuffmerge	 (Trapnell	 et	 al.,	
2012),	utilizando	parámetros	que	los	programas	asignan	por	defecto.	En	concreto,	se	
utilizó	Tophat	para	mapear	las	lecturas	frente	al	genoma	de	referencia	y	Cufflinks	para	
el	 ensamblaje	 de	 los	 transcritos.	 Los	 resultados	 obtenidos	 se	 integraron	 con	 la	
herramienta	 Cuffmerge.	 Los	 niveles	 de	 expresión	 génica	 se	 obtuvieron	 en	 FPKM	
(fragmentos	por	kilobase	de	transcritos	por	cada	millón	de	mapeos)	con	la	herramienta	
Cuffdiff,	 la	cual	aplica	una	normalización	en	las	 lecturas	obtenida	en	la	secuenciación	
eliminando	los	sesgos	debido	a	 la	diferencia	de	 longitud	de	 los	transcritos	(Garber	et	
al.,	 2011),	 determinando	 así	 la	 expresión	 diferencial.	 El	 resto	 del	 análisis	 y	 la	
visualización	de	los	resultados	se	realizó	a	través	del	paquete	CummeRbund,	obtenido	
de	 la	 plataforma	 Bioconductor	 (www.bioconductor.org),	 que	 maneja	 este	 tipo	 de	





de	F.	 oxysporum	usando	 los	 dominios	 proteicos	 detectados	 por	 la	 base	 de	 datos	 de	
Pfam.	 La	 falta	 de	 asignación	de	 los	 genes	de	F.	 oxysporum	 dificultó	 la	 asignación	de	
dominios.	 Para	 la	 identificación	 de	 las	 asignaciones	 GO	 se	 usó	 la	 aplicación	 REVIGO	
(http://revigo.irb.hr).	En	este	servidor	web	se	simplifican	las	listas	de	los	términos	GO	




Figura	 M2.	 Secuencia	 de	 los	
procedimientos	 en	 el	 tratamiento	 y	
obtención	de	datos	de	RNA-Seq	desde	el	


























2003;	Michielse	 y	 Rep,	 2009),	 o	 de	 producción	de	metabolitos	 secundarios,	 como	F.	
graminearum,	F.	verticilloides	y	F.	 fujikuroi	 (Desjardins	y	Proctor	2007;	Gaffoor	et	al.,	
2005;	 Avalos	 et	 al.,	 2007).	 Algunos	 de	 dichos	 metabolitos	 tienen	 aplicaciones	
biotecnológicas,	 o	 incluso	pueden	 ser	deseables	para	el	 consumo	humano.	 Ejemplos	
representativos	son	los	terpenoides,	tales	como	las	giberelinas,	hormonas	promotoras	
del	 crecimiento	vegetal	 con	aplicaciones	en	 la	agricultura	y	en	 la	 industria	 cervecera	
(Rademacher,	 1997)	 y	 los	 carotenoides,	 pigmentos	 liposolubles	 con	 propiedades	




el	 género	 Fusarium,	 el	 cual	 produce	 un	 apocarotenoide	 carboxílico,	 la	
neurosporaxantina	 (NX),	 cuya	 ruta	 biosintética	 ha	 sido	 ya	 descrita	 en	 detalle	 en	 la	
introducción	general.	En	ella	desempeñan	un	papel	central	las	enzimas	codificadas	por	
los	genes	carRA	y	carB,	necesarios	para	 la	síntesis	 tanto	de	 la	NX	como	del	 retinal,	y	
que	 se	 usan	 en	 este	 y	 otros	 capítulos	 como	 genes	 representativos	 de	 los	 genes	
estructurales	de	la	carotenogénesis.	
Como	se	ha	mencionado	también	anteriormente,	la	regulación	de	la	síntesis	de	
los	 carotenoides	 se	 ha	 estudiado	 muy	 especialmente	 en	 F.	 fujikuroi,	 donde	 se	 ha	
prestado	especial	atención	a	la	inducción	por	la	luz	(Avalos	y	Estrada,	2010).	Una	pista	
especialmente	valiosa	para	entender	 los	mecanismos	de	regulación	 la	proporciona	 la	
existencia	 de	 mutantes	 afectados	 en	 tales	 mecanismos.	 En	 Fusarium	 se	 conocen	
mutantes	 superproductores	 de	 carotenoides,	 de	 fuerte	 pigmentación	 anaranjada	 y	
genéricamente	llamados	mutantes	carS,	cuyas	características	han	sido	ya	descritas.	El	
gen	 responsable	 del	 fenotipo	 carS	 se	 identificó	 por	 primera	 vez	 en	 F.	 oxysporum	
gracias	 al	 escrutinio	 de	 una	 extensa	 colección	 de	 mutantes	 insercionales	 de	 ADN-T	





El	 estudio	 detallado	 del	 ADN	 circundante	 en	 el	 lugar	 de	 inserción	 del	 ADN-T	
mostró	 que	 dos	 de	 los	 transformantes,	 T2	 y	 T3,	 poseían	 la	 inserción	 en	 una	 región	
próxima	al	 gen	Foxg_09307.	 Este	 gen	 se	 identificó	posteriormente	 como	el	 gen	carS	
gracias	 a	 la	 presencia	 de	 mutaciones	 relevantes	 en	 su	 secuencia	 codificante	 en	
mutantes	obtenidos	por	mutagénesis	química.	Así,	el	mutante	SX1	posee	una	mutación	
puntual	en	dicha	región	codificante	consistente	en	una	transición	de	G1109	a	A,	que	se	
espera	 que	 provoque	 un	 cambio	 de	 aminoácido	 de	 Gly370	 a	 Asp.	 Por	 su	 parte,	 el	
mutante	SX2	posee	dos	transversiones,	una	de	 las	cuales	provoca	un	codón	de	STOP	
prematuro,	 que	 se	 espera	 que	 dé	 lugar	 a	 un	 polipéptido	 truncado.	 Como	 prueba	
adicional,	 aunque	 el	 transformante	 T1	 no	 poseía	 ninguna	 inserción	 de	 ADN-T	 en	 el	
entorno	 del	 gen	 carS,	 la	 secuenciación	 de	 este	 gen	 demostró	 la	 presencia	 de	 una	
inserción	 de	 5	 pb,	 correspondiente	 a	 la	 secuencia	 ACATA.	 En	 esta	 estirpe,	 el	 codón	
silvestre	TAT,	correspondiente	al	aminoácido	Tyr108,	es	reemplazado	por	 la	secuencia	
TAacataT	 (en	minúsculas	 se	 indica	 la	 inserción),	dando	 lugar	a	un	codón	de	STOP	en	
fase,	 TAA.	 Por	 tanto,	 con	 independencia	del	 cambio	de	 fase	en	 la	 lectura,	 se	 espera	
que	 el	 transformante	 T1	 produzca	 un	 polipéptido	 truncado	 (Rodríguez-Ortiz,	 2012).	
Mutaciones	 similares	 se	 encontraron	 en	 los	mutantes	 carS	 de	 F.	 fujikuroi	 en	 su	 gen	
ortólogo	(Rodríguez-Ortiz	et	al,	2013).	
Como	 pruebas	 genéticas	 definitivas	 de	 la	 identidad	 del	 gen	 carS,	 el	 fenotipo	
superproductor	 de	 carotenoides	 fue	 reproducido	 por	 una	 deleción	 parcial	 del	 gen	
Foxg_09307	 en	 F.	 oxysporum,	 y	 la	 copia	 homóloga	 de	 este	 gen	 de	 F.	 fujikuroi	
(Ffuj_08714,	 93%	 de	 identidad	 a	 nivel	 de	 ADN	 con	 Foxg_09307),	 fue	 capaz	 de	
complementar	 un	 mutante	 de	 fenotipo	 carS	 tanto	 en	 F.	 fujikuroi	 como	 en	 F.	
oxysporum	 (Rodríguez-Ortiz	 et	 al.,	 2012;	 2013).	 En	 apoyo	 de	 todas	 estas	
observaciones,	el	gen	carS	muestra	similitud	de	secuencia	y	organización	proteica	con	





mutantes	coinciden	en	 la	presencia	de	alteraciones	en	 la	región	 intergénica	entre	 los	
genes	Foxg_09306	y	carS	(Foxg_09307)	(Figura	C1.1),	una	región	de	aproximadamente	
4.5	 kb	 carente	de	marcos	 abiertos	de	 lectura.	Además,	 T3	posee	una	 integración	de	
ADN-T	entre	Foxg_09304	y	Foxg_09305.	La	ausencia	de	genes	en	la	región	intergénica	
entre	los	genes	carS	y	Foxg_09306	se	basa	en	la	anotación	publicada	en	el	servidor	del	
genoma	 de	 F.	 oxysporum,	 y	 en	 la	 ausencia	 de	 similitudes	 con	 ningún	 gen	 conocido	
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cuando	 se	 realizan	 análisis	 BLAST.	 En	 un	 estudio	 anterior	 (Rodríguez-Ortiz,	 2012)	 se	
analizó	 dicha	 secuencia	 con	 un	 programa	 de	 predicción	 de	 estructuras	 secundarias	




De	 acuerdo	 con	 la	 predicción	 informática,	 el	 gen	 precursor	 de	 este	 supuesto	
microARN	 se	 expresaría	 en	 dirección	 contraria	 a	 carS,	 y	 su	 homólogo	 conocido	más	






de	 secuencias	 genómicas	 se	 pliegan	 en	 horquillas	 moleculares	 que	 contienen	




ARNm	 (Pillai,	 2005;	 Bartel,	 2004).	 La	 interferencia	 de	 ARN	 es	 un	 mecanismo	 de	
silenciamiento	génico	postranscripcional/transcripcional	dependiente	de	homología	en	
eucariotas.	El	hongo	filamentoso	N.	crassa	fue	uno	de	los	primeros	organismos	usados	
para	 el	 estudio	 de	 ARN	 interferentes	 (ARNi).	 El	 silenciamiento	 génico	 y	 meiótico	
causado	 por	 el	 ADN	 no	 apareado	 son	 dos	 fenómenos	 relacionados	 con	 el	 ARNi	 en	








menos	 6	 rutas	 diferentes	 responsables	 de	 estas	 pequeñas	 moléculas	 de	 ARN,	
estableciendo	Neurospora	 como	un	modelo	de	estudio	en	 la	 función	y	biogénesis	de	
pequeños	 ARNs.	 Datos	 posteriores	 en	 Cryptonetria,	 Mucor,	 Aspergillus,	 Fusarium,	
Botrytis,	 y	 otras	 especies,	 indican	 que	 el	 ADNi	 está	 ampliamente	 conservado	 en	 los	
hongos	filamentosos	y	 juega	un	papel	 importante	de	defensa	en	el	genoma	(Li	et	al.,	
2010).	 Estos	 ARNs	 no	 codificantes	 participan	 en	 una	 amplia	 y	 diversa	 colección	
deeventos	regulatorios	que	abarcan	desde	controlar	el	número	de	copias	en	bacterias	
(del	 Solar	 y	 Espinosa,	 2000)	 a	 la	 inactivación	 del	 cromosoma	 X	 en	 mamíferos	




	Teniendo	en	cuenta	 resultados	previos	en	 la	bibliografía,	 la	posible	presencia	
de	 dos	 precursores	 de	microARN	 en	 la	 región	 genómica	 de	 carS	 y	 su	 posible	 papel	
como	reguladores	negativos	del	ARNm	de	carS,	podría	ser	uno	de	los	mecanismos	de	














Figura	 C1.3.	 Contenido	 en	 carotenoides	 de	 varios	
mutantes	superproductores.	T2	y	T3	son	transformantres	
insercionales,	 SX1	 y	 SX2	 se	 obtuvieron	 por	 mutagénesis	
química.	 Los	 carotenoides	 se	 extrajeron	 de	 colonias	
incubadas	sobre	agar	DGasn	durante	7	días	en	oscuridad	o	
en	 la	 luz.	 Los	 datos	 son	 la	media	de	 3	 réplicas	biológicas	





A	 fin	 de	 iniciar	 el	 estudio	 del	 posible	 papel	 regulador	 de	 los	 presuntos	
microARN	de	F.	oxysporum,	como	primer	paso	se	volvió	a	comprobar	el	fenotipo	de	los	
dos	 transformantes	 superproductores	 de	 carotenoides	 con	 alteraciones	 en	 la	 región	
del	gen	carS,	así	como	el	de	dos	mutantes	del	gen	carS	anteriormente	estudiados,	SX1	












Las	 secuencias	 de	 fox-mir1	 y	 fox-mir-2	 permanecen	 íntegras	 en	 los	
transformantes	 T2	 y	 T3.	 Sin	 embargo,	 estos	 mutantes	 tienen	 alteraciones	 en	




en	 las	 distintas	 estirpes	 superproductoras	 de	 carotenoides	 (Figura	 C1.4).	 En	 este	
mismo	 análisis	 se	 incluyeron	 también	 el	 gen	 regulador	 carS	 y,	 como	 controles	 de	




los	mutantes	 superproductores	 de	 carotenoides	 tanto	 en	 la	 luz	 como	 en	 oscuridad.	
Llama	 la	 atención	 que	 los	 niveles	 fueron	 también	 muy	 altos	 en	 oscuridad	 en	 el	
transformante	T3,	aunque	su	contenido	en	carotenoides	fuera	relativamente	bajo	en	







caso	 de	 T2.	 Sin	 embargo,	 los	 mutantes	 del	 propio	 gen	 carS,	 SX1	 y	 SX2,	 mostraron	






Figura	C1.4.	Niveles	de	 los	supuestos	ARN	precursores	de	 fox-mir1,	 fox-mir2,	así	 como	de	 los	ARNm	de	 los	
genes	carS	y	los	genes	estructurales	carB	y	carRA	en	la	estirpe	silvestre	y	en	las	estirpes	superproductoras	de	
carotenoides.	 Las	estirpes	se	cultivaron	en	medio	DGasn	 líquido	durante	3	días	en	oscuridad	y	en	su	caso	se	




todos	 los	 casos	 sus	 cantidades	 fueron	mayores	en	 la	 luz	que	en	 la	oscuridad,	 lo	que	
indica	también	fotorregulación	de	estos	transcritos.	Con	la	única	excepción	de	T3	para	
fox-mir1,	 en	 oscuridad	 las	 cantidades	 de	 los	 presuntos	 precursores	 de	 ambos	
microARN	 fueron	 mayores	 en	 los	 mutantes	 carS	 y	 menores	 en	 los	 transformantes,	









al.,	 2006),	 que	 permite	 sustituir	 el	 alelo	 silvestre	 por	 un	marcador	 seleccionable,	 en	
este	 caso	 el	 cassette	 de	 resistencia	 a	 higromicina	 B	 HygR.	 Para	 ello,	 se	 diseñaron	





último	 se	 utilizó	 el	 plásmido	 pRS426	 abierto	 con	 las	 enzimas	 XhoI	 y	 EcoRI.	 Los	 tres	
fragmentos	 se	 introdujeron	 a	 la	 vez	 en	 levaduras	 competentes	 para	 generar	 por	
recombinación	homóloga	el	plásmido	con	la	construcción	deseada	(protocolo	descrito	
en	el	apartado	Material	y	Métodos).	

















Figura	 C1.5.	Deleción	 dirigida	 de	 fox-mir1	 (Δmir1)	 en	 la	 estirpe	 silvestre.	A	Mapas	 de	 la	 región	 genómica	




genómico	 de	 6	 transformantes	 y	 de	 la	 estirpe	 silvestre	 (WT)	 como	 control.	 Los	 cebadores	 utilizados	 fueron	
Foxy-22F	(OX35)	y	Foxy-23R	(OX37),	que	amplifican	segmentos	de	1,2	kb	en	la	estirpe	silvestre	y	2,3	kb	en	los	















Una	 vez	 comprobada	 visualmente	 la	 digestión	 completa	 de	 las	 muestras,	 se	
transfirieron	a	una	membrana	y	se	hibridaron	con	sondas	correspondientes	a	regiones	
aledañas	 a	 los	 segmentos	 de	 ADN	 reemplazados,	 denominadas	 mir1	 y	 mir2,	
respectivamente	(Figuras	C1.5	y	C1.6).	La	sonda	mir1	se	obtuvo	mediante	PCR	a	partir	
de	 ADN	 del	 plásmidos	 pDul8	 amplificado	 con	 los	 cebadores	 Foxy-4F/Foxy-41R	 y	 la	
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Los	 resultados	 de	 la	 hibridación	 mostraron	 que	 los	 dos	 transformantes	
analizados	 para	 Δmir1	 (#2	 y	 #4)	 presentan	 una	 banda	 de	 1,9	 kb,	 correspondiente	 al	
reemplazamiento	correcto	de	la	secuencia	diana	por	el	cassette	HygR,	frente	a	la	banda	






Figura	C1.6.	Deleción	dirigida	de	 fox-mir2	 (Δmir2)	en	 la	estirpe	silvestre.	A	Mapas	de	 la	región	genómica	
donde	se	ubican	los	presuntos	microARN,	en	la	estirpe	silvestre	y	en	el	transformante	tras	la	sustitución	de	la	
















la	 deleción	 de	 fox-mir2	 se	 denominaron	 SX80	 (Δmir2	 #3),	 y	 SX81	 (Δmir2	 #4).	 Estas	








F.	 oxysporum,	 se	 cultivaron	 la	 estirpe	 silvestre	 y	 los	 dos	 transformantes	 disponibles	
para	cada	mutación	sobre	medio	mínimo	DGasn	durante	siete	días,	en	oscuridad	o	en	
iluminación.	 Tanto	 la	 morfología	 de	 las	 colonias	 como	 la	 velocidad	 de	 crecimiento	
fueron	 similares	 en	 las	 cinco	 estirpes	 en	 ambas	 condiciones	 de	 cultivo.	 Así,	 el	
seguimiento	 diario	 del	 diámetro	 de	 las	 colonias	 durante	 una	 semana	 no	 reveló	
diferencias	apreciables	entre	ellas	(Figura	C1.7	A).	
Como	 cabía	 esperar,	 las	 cinco	 estirpes	 presentaron	 en	 la	 oscuridad	 el	mismo	
aspecto	 blanquecino.	 Sin	 embargo,	 mientras	 que	 la	 estirpe	 silvestre	 presentó	 su	
característica	 pigmentación	 anaranjada	 en	 la	 luz,	 los	 transformantes	 mostraron	 un	
fenotipo	albino	(Figura	C1.7	B).	Este	resultado	indica	un	defecto	de	los	transformantes	





Se	 recogieron	 muestras	 de	 micelio	 de	 las	 cinco	 estirpes	 y	 se	 determinó	 el	
contenido	 en	 carotenoides	 en	 las	 condiciones	 de	 cultivo	 descritas	 en	 el	 apartado	
anterior.	Los	resultados	mostraron	una	fuerte	caída	en	la	cantidad	de	carotenoides	en	
los	transformantes	en	la	luz,	especialmente	en	aquellos	con	la	mutación	Δmir2	(Figura	
C1.7C).	 Ante	 la	 duda	 de	 si	 el	 fenotipo	 albino	 en	 la	 luz	 se	 debía	 a	 ausencia	 de	
carotenoides	o	a	un	bloqueo	de	la	desaturasa	de	fitoeno,	el	precursor	incoloro	de	los	
carotenoides	(ver	Introducción	general),	se	analizó	el	contenido	en	fitoeno	de	una	de	






Los	 resultados	 indican	que	 los	mutantes	Δmir1	 y	Δmir2	 están	afectados	en	 la	
capacidad	 de	 fotoinducir	 la	 síntesis	 de	 carotenoides,	 incluyendo	 la	 síntesis	 del	





Como	 ya	 se	 ha	 indicado	 en	 la	 Introducción	 general,	 la	 fotoinducción	 de	 la	
síntesis	 de	 carotenoides	 tiene	 lugar	 principalmente	 a	 nivel	 de	 aumento	 de	 la	
A	
Figura	 C1.7.	 Caracterización	 fenotípica	 de	 los	 transformantes	 con	 las	 mutaciones	 Δmir1	 y	 Δmir2.	 Se	
analizaron	 la	estirpe	 silvestre	 (WT)	 y	 los	 transformantes	Δmir1	 (SX78	 y	 SX79)	 y	Δmir2	 (SX80	 y	 SX81).	 Para	
simplificar,	 se	 indican	 en	 su	 caso	 los	 números	 de	 los	 mutantes	 SX.	 Las	 estirpes	 se	 incubaron	 7	 días	 en	
oscuridad	o	bajo	la	 luz	en	medio	mínimo	DGasn.	A	Curva	de	crecimiento	de	colonias	incubadas	en	la	luz.	B	













transcripción	 de	 los	 genes	 responsables.	 Para	 profundizar	 en	 la	 causa	molecular	 del	
fenotipo	albino	de	los	transformantes	en	la	luz,	se	determinaron	los	niveles	de	ARNm	




cluster	 car	 (carRA,	 carB,	 carX	 y	 carO)	 así	 como	 de	 los	 otros	 dos	 genes	 de	 la	 ruta	
biosintética	 de	 la	 neurosporaxantina	 (carT	 y	 carD),	 y	 del	 gen	 regulador	 carS	 (Figura			
C1.8).		
	
Figura	C1.8.	Efecto	de	la	deleción	de	fox-mir1	y	 fox-mir2	 sobre	 los	niveles	de	ARNm	de	 los	genes	del	cluster	car	 (carX,	








observó	 una	 disminución	 en	 la	 fotoinducción	 de	 los	 genes	 del	 cluster	 car	 de	





y	 carB,	 por	 lo	 que	 la	 bajada	 en	 los	 niveles	 de	 ARNm	 de	 ambos	 genes	 en	 la	 luz	 es	
suficiente	para	explicar	el	fenotipo	albino.	
En	 todos	 los	 mutantes	 aumentaron	 los	 niveles	 de	 ARNm	 del	 gen	 carS	 en	
relación	a	la	estirpe	silvestre,	siendo	más	notable	este	aumento	en	los	transformantes	
con	 la	 mutación	 Δmir2.	 Es	 interesante	 destacar	 que	 a	 pesar	 de	 los	 cambios	 en	 los	
niveles	 de	 ARNm	 de	 carS	 y	 de	 los	 cuatro	 genes	 del	 cluster,	 se	 seguían	 observando	
patrones	de	fotoinducción,	por	lo	que	las	mutaciones	Δmir1	y	Δmir2	más	que	afectar	al	
mecanismo	de	 fotoinducción,	 reducen	 los	niveles	globales	de	expresión	de	 los	genes	
del	cluster.	Con	respecto	a	carS,	al	ser	un	regulador	negativo	de	la	carotenogénesis,	la	
subida	de	 los	niveles	de	transcripción	en	 los	transformantes	podría	estar	relacionada	
con	 la	bajada	en	 los	niveles	de	ARNm	de	 los	genes	del	cluster,	por	 lo	que	 fox-mir1	 y	























	 La	 tecnología	 RNA-Seq	 es	 una	 de	 las	 herramienta	 más	 potentes	 disponibles	
actualmente	 en	 biología	 molecular,	 ya	 que	 permite	 conocer	 minuciosamente	 el	




muestras	totales	de	ARN,	 la	recuperación	de	 los	ARN	mensajeros	 (ARNm)	a	partir	de	
sus	colas	poliadeniladas,	y	la	conversión	de	éstos	en	ADNc	para	su	secuenciación.	Son	
requisitos	 indispensables	en	esta	metodología	que	 la	muestra	analizada	 supere	unos	
parámetros	 mínimos	 de	 calidad	 y	 que	 contenga	 una	 representación	 de	 todos	 los	
transcritos	poliadenilados	que	se	producen	bajo	 las	 condiciones	de	estudio	 (Ward	et	
al.,	 2012).	 El	ADNc	 se	 liga	 a	 adaptadores	en	 sus	extremos	5’	 y	3’,	 que	 se	emplearán	
para	 la	 secuenciación	 de	 los	 fragmentos.	 En	 algunos	 casos	 no	 se	 usan	 adaptadores,	







	 Aunque	 el	 concepto	 de	 expresión	 alude	 a	 diferentes	 pasos	 en	 el	 flujo	 de	
información	 desde	 la	 transcripción	 de	 un	 gen	 hasta	 la	 síntesis	 y	 maduración	 de	 la	
proteína	 que	 codifica,	 por	 motivos	 prácticos	 usaremos	 en	 este	 capítulo	 el	 término	
“expresión”	 como	 sinónimo	 de	 cantidad	 de	 transcrito	 de	 un	 gen.	Usando	 ya	 así	 ese	
término,	el	análisis	de	los	datos	generados	por	la	tecnología	RNA-Seq	permite,	además	
de	identificar	los	transcritos,	cuantificar	el	nivel	de	expresión	de	cada	uno	de	ellos.	Las	
lecturas	 de	 un	 gen	 que	 se	 encuentren	 en	 alta	 cantidad	 representan	 niveles	 de	
expresión	altos,	mientras	que	las	lecturas	que	se	encuentren	en	bajo	número,	o	incluso	
que	 estén	 ausentes,	 representan	 niveles	 muy	 bajos	 de	 expresión	 o	 ausencia	 de	
expresión	(Schenk	et	al.,	2012).	En	los	análisis	de	las	lecturas	generadas	por	RNA-Seq	
se	pueden	emplear	diferentes	parámetros	estadísticos.	 Entre	ellos	destaca	el	 cálculo	
de	 FPKM	 (fragments	 per	 kilobase	 per	million),	 empleado	 para	 cuantificar	 niveles	 de	
transcritos,	 y	 realizar	 comparaciones	entre	muestras	 y/o	 condiciones	experimentales	





De	 esta	 manera,	 es	 posible	 comparar	 la	 expresión	 de	 un	 gen	 entre	 diferentes	
condiciones	 experimentales	 y	 establecer	 ratios	 de	 expresión	 génica	 diferencial	 entre	
ellas	(Auer	y	Doerge,	2010).	
	 El	análisis	del	transcriptoma	es	especialmente	útil	para	comprender	la	función	
de	 los	 genes.	 En	 términos	 generales,	 si	 un	 gen	 se	 expresa	 en	 una	 condición	











las	 técnicas	 de	 RT-qPCR	 debido	 a	 que	 cada	 gen	 emplea	 cebadores	 específicos	
diferentes.	 En	 cuanto	 al	método	 de	 secuenciación	masiva,	 la	 plataforma	 Illumina	 es	

































estandarizados	 con	 la	 tecnología	barcoding,	 que	 tiene	 en	 cuenta	 la	 presencia	 de	 las	
secuencias	de	los	adaptadores	en	las	lecturas.	Los	barcoding	constituyen	más	del	20%	
de	 la	 lectura	 de	 secuenciación,	 pero	 la	 inclusión	 de	 sus	 secuencias	 proporcionan	 un	
filtro	 útil	 para	 eliminar	 lecturas	 erróneas	 en	 la	 estimación	 de	 la	 tasa	 de	 error	 de	
secuenciación	 (Degnan	et	al.,	 2012).	 Como	 fuente	de	 información	 sobre	 el	 grado	de	
variabilidad	biológica,	se	compararon	los	resultados	de	dos	réplicas	de	cada	condición	
y	estirpe.	
	 Para	 el	 análisis	 transcriptómico	 se	 han	 utilizado	 la	 estirpe	 silvestre,	 dos	
mutantes	carS	de	F.	oxysporum	(SX1,	SX2),	y	los	dos	transformantes	superproductores	
de	 carotenoides	 obtenidos	 por	 inserción	 de	 ADN-T,	 T2	 y	 T3,	 ya	 investigados	 en	 el	












muestras	 de	 ARN	 empleadas	 (Figura	 C2.1),	 así	 como	 la	 de	 los	 propios	 datos	 de	 la	
secuenciación	(Levin	et	al,	2010,	van	Verk	et	al.,	2013,	Zhou	et	al.,	2013).	El	ARN	total	




Figura	C2.1.	Ejemplo	de	 calidad	de	 las	muestras	 según	 los	parámetros	visualizados	a	 través	 del	
programa	 FastQC.	 Solo	 se	 representan	 los	 gráficos	 para	 una	 de	 las	 muestras,	 en	 este	 caso	 la	
correspondiente	 a	 la	 estirpe	 silvestre	 incubados	 en	 oscuridad	 (REFERENCIA	 150028).	 A	
Representación	de	 calidad	 según	 la	posición	nucleotídica	para	 todas	 las	 lecturas	detectadas	en	 la	
secuenciación.	El	análisis	corresponde	a	fragmentos	de	unas	50	pb	de	longitud,	en	las	cuales	no	se	
detectan	 problemas	 de	 calidad	 apreciables	 a	 lo	 lago	 de	 las	 lecturas.	 La	 línea	 azul	 representa	 los	
valores	 medios	 y	 la	 línea	 roja	 la	 mediana.	 Todas	 las	 lecturas	 se	 sitúan	 en	 la	 franja	 verde,	
confirmando	 su	 calidad.	 B	 Distribución	 del	 contenido	 de	 bases.	 Se	 aprecia	 una	 distribución	
uniforme,	 sin	 desviaciones	 excepto	 en	 un	 bajo	 número	 de	 secuencias	 debido	 al	 problema	 de	
eliminación	 de	 adaptadores	 en	 el	 extremo	 5’.	 Esto	 es	 algo	 usual	 en	 el	 método	 y	 no	 altera	 los	
resultados.	C	Medición	de	la	calidad	media	de	cada	lectura.	El	eje	de	abscisas	representa	la	calidad	y	
el	 eje	 de	 ordenada	 las	 lecturas.	 Todas	 las	 lecturas	 tiene	 un	 índice	 de	 calidad	 superior	 a	 30.	 Las	
secuencias	con	valores	 inferiores	a	20	indican	problemas	de	calidad.	D	Medición	de	 la	calidad	con	





La	 calidad	 e	 integridad	 de	 las	 muestras	 de	 ARN	 se	 evaluó	 por	
espectrofotometría	y	visualización	en	gel	de	agarosa	y	las	muestras	se	enviaron	para	su	
secuenciación	en	masa	a	la	empresa	LifeSequencing	(Valencia).	Antes	de	su	uso	para	la	




los	 productos	 de	 degradación	 de	 ARN	 tras	 su	 migración	 en	 una	 electroforesis.	 Los	
valores	de	RIN	pueden	oscilar	entre	1	y	10,	siendo	necesario	un	valor	mínimo	de	8	para	
proceder	 con	 la	 secuenciación	 (Schroeder	 et	 al.,	 2006).	 Los	 valores	 de	 RIN	 de	 las	




La	 secuenciación	 se	 llevó	 a	 cabo	 mediante	 la	 plataforma	 Illumina	 (Metzker,	
2010).	La	tecnología	empleada	no	requiere	el	ensamblaje	del	transcriptoma	completo,	
ya	 que	 es	 suficiente	 una	 baja	 proporción	 de	 lecturas	 de	 transcritos	 pequeños	 para	
detectar	 la	expresión	de	un	gen	sin	necesidad	de	detectar	un	transcrito	 largo.	Por	su	
















WT	osc	(1)	 11.97	 90.4	 53	 43.70	 35.22	
WT	osc	(2)	 9.71	 91.5	 52	 43.96	 35.27	
WT	luz	(1)	 8.91	 91.1	 52	 43.76	 35.19	
WT	luz	(2)	 10.41	 91.5	 52	 43.99	 35.29	
T2	osc	(1)	 9.23	 91.5	 52	 43.05	 35.26	
T2	osc	(2)	 9.09	 91.3	 52	 43.12	 35.31	
T3	osc	(1)	 10.37	 91.2	 53	 42.94	 35.28	
T3	osc	(2)	 8.72	 91.4	 52	 43.13	 35.20	
SX1	osc	(1)	 11.50	 91.0	 52	 43.93	 35.29	
SX1	osc	(2)	 10.49	 91.2	 52	 43.97	 35.30	
SX2	osc	(1)	 8.76	 91.4	 52	 43.94	 35.27	







lectura	 (ORFs)	 anotados	 representan	el	 51,7%	del	 genoma.	 Las	 secuencias	obtenidas	
en	nuestro	estudio	de	RNA-Seq	tienen	un	contenido	medio	G+C	próximo	a	52%,	que	en	
comparación	 con	 el	 valor	 global	 de	 47,6%	 indica	 un	 mayor	 porcentaje	 G+C	 en	 las	
regiones	 codificantes	 que	 en	 las	 no	 codificantes.	 Con	 respecto	 a	 la	 calidad	 de	 las	
secuencias,	el	análisis	se	realizó	con	el	paquete	FastQC,	una	herramienta	de	control	de	
calidad	 para	 secuenciaciones	 masivas	 que	 ofrece	 el	 Instituto	 Babraham	
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).	 Este	 análisis	 arrojó	
perfiles	similares	para	todas	las	muestras	(ejemplo	en	Figura	C2.1).	
Los	 datos	 globales	 de	 las	 secuencias	 en	 relación	 con	 el	 genoma	 anotado	
identificaron	transcritos	para	17.999	genes,	con	18.097	isoformas,	asignables	a	17.687	






Una	 vez	 calibrada	 la	 calidad	 de	 las	 lecturas,	 se	 procedió	 a	 asignar	 valores	 de	




réplicas	 biológicas	 entre	 sí,	 con	 medias	 (trazo	 central	 cada	 caja)	 y	 cuartiles	 muy	
similares.	 A	 partir	 de	 este	 momento,	 se	 considera	 cada	 condición	 y	 estirpe	 por	
separado	 utilizando	 la	 media	 de	 las	 dos	 réplicas	 como	 valor	 de	 expresión	 en	 cada	
condición	experimental.	
La	representación	global	de	la	variación	entre	las	réplicas	(CV2)	en	función	de	los	











Figura	 C2.2.	Análisis	 global	 de	 expresión	 de	 las	muestras.	A	 Representación	boxplot	 de	 las	muestras	










Como	 criterio	 de	 expresión	 diferencial	 se	 utilizó	 un	 factor	 de	 2,	 tanto	 de	
activación	como	de	represión,	que	en	función	del	 logaritmo	en	base	2	corresponde	a	
un	valor	de	logaritmo	igual	a	1.	Aquellos	genes	cuyo	cambio	en	los	niveles	de	expresión	
(originalmente	denominado	 fold-change)	 sea	 superior	 a	este	umbral	 se	 considerarán	
activados,	y	aquellos	con	un	valor	inferior	al	valor	umbral,	reprimidos.	El	empleo	de	un	
umbral	 relativamente	 bajo	 asegura	 que	 no	 se	 descarte	 ningún	 posible	 efecto	




Atendiendo	 al	 criterio	 mencionado,	 se	 indican	 en	 la	 tabla	 C2.2	 el	 número	 de	
genes	activados	y	reprimidos	como	consecuencia	de	la	luz	o	de	la	mutación	carS	en	las	
distintas	 combinaciones	 de	 interés.	 Dado	 que	 los	 mutantes	 carS	 SX1	 y	 SX2	 pueden	
tener	 mutaciones	 secundarias,	 solo	 se	 interpreta	 como	 activaciones	 o	 represiones	
atribuibles	a	la	mutación	carS	aquellas	que	coinciden	en	las	dos	estirpes.	Por	otro	lado,	
aunque	 sus	 fenotipos	 no	 son	 plenamente	 coincidentes,	 se	 ha	 utilizado	 el	 mismo	
criterio	 con	 los	 transformantes	 T2	 y	 T3	 para	 identificar	 aquellos	 genes	 que	 se	 vean	
afectados	en	ambas	estirpes.	
El	análisis	de	los	datos	de	la	tabla	muestra	un	número	muy	elevado	de	genes	afectados	
por	 la	 luz,	 superando	 el	 3%	 del	 número	 total	 de	 genes	 del	 genoma,	 siendo	 la	
proporción	 sensiblemente	más	baja	para	 los	 genes	 reprimidos.	 El	 efecto	de	 la	 luz	es	
mayor	que	el	impacto	de	la	mutación	carS,	con	un	número	de	genes	activados	que	no	
alcanza	el	2%,	superando	de	nuevo	el	número	de	genes	activados	al	de	reprimidos.	La	
situación	 se	 invierte	 sin	 embargo	 para	 los	 genes	 con	 la	 expresión	 alterada	 en	 los	




	 Activados	 %*	 Reprimidos	 %	
Efecto	de	la	luz	en	la	estirpe	silvestre	 607	 3,3	 357	 1,9	
Efecto	de	la	mutación	carS	(SX1/SX2)	 343	 1,9	 217	 122	












los	 genes	 inducidos	 que	 entre	 los	 reprimidos.	 También	 se	 observa	 que	 la	
predominancia	de	genes	activados	entre	 los	que	han	sufrido	 los	mayores	cambios	de	
expresión,	tanto	como	resultado	de	la	iluminación	como	la	mutación	carS,	se	invierte	
en	 los	 transformantes	 T2	 y	 T3,	 en	 los	 que	 es	 patente	 una	 predominancia	 de	 genes	
Resultados.	Capítulo	2	
	85	
reprimidos	 entre	 los	 más	 afectados	 (Figura	 C2.3	 D	 y	 E).	 Este	 resultado	 no	 es	
sorprendente,	ya	que,	como	se	ha	visto	en	el	capítulo	anterior,	los	transformantes	T2	y	
T3	 no	 están	 mutados	 en	 el	 gen	 carS	 y	 su	 fenotipo	 es	 debido	 a	 las	 alteraciones	
genómicas	producidas	por	las	 integraciones	de	ADN-T	en	la	región	genómica	de	carS.	
Debe	tenerse	en	cuenta	además	que,	mientras	que	el	fenotipo	de	los	mutantes	SX1	y	






































































































Figura	C2.3.	Comparaciones	de	 los	 transcriptomas	de	 la	estirpe	 silvestre	y	 los	mutantes	
superproductores	de	carotenoides.	A	Efecto	de	la	luz	en	la	estirpe	silvestre	(silvestre	luz	vs	
silvestre	oscuridad).	B	Efecto	de	las	alteraciones	genéticas	de	SX1	(Mutante	SX1	oscuridad	
vs	 Silvestre	 oscuridad).	 C	 Efecto	 de	 las	 alteraciones	 genéticas	 de	 SX2	 (Mutante	 SX2	
oscuridad	 vs	 estirpe	 Silvestre	 oscuridad).	 D	 Efecto	 de	 las	 alteraciones	 genéticas	 del	
transformante	 T2	 (Mutante	 T2	 oscuridad	 vs	 Silvestre	 oscuridad).	 E	 Efecto	 de	 las	
alteraciones	genéticas	del	transformante	T3	(Mutante	T3	oscuridad	vs	Silvestre	oscuridad).	
F	 Comparación	 entre	 los	 transformantes	 T2	 y	 T3	 (T2	 oscuridad	 vs	 T3	 oscuridad).	 G	





















































carS	 en	 oscuridad.	 A	 Genes	 activados	 y	 reprimidos	 de	 los	mutantes	 SX1	 y	 SX2	 frente	 a	 la	
estirpe	silvestre,	en	oscuridad.	B	Genes	activados	y	reprimidos	en	los	transformantes	T2	y	T3	



















Por	 el	 contrario,	 el	 grado	 de	 solapamiento	 es	más	 reducido	 en	 el	 caso	 de	 los	
genes	 reprimidos,	aunque	aún	es	más	alto	que	 lo	que	se	esperaría	por	azar.	En	este	




Figura	 C2.5.	 Comparación	 de	 los	 genes	 activados	 o	 reprimidos	 por	 la	 luz	 en	 la	 estirpe	










carS	 se	 ordenaron	 por	 su	 grado	 de	 activación	 o	 represión	 y	 se	 identificaron	 en	 el	
proteoma	 de	 F.	 oxysporum.	 La	 lista	 completa	 de	 todos	 los	 genes	 se	 muestra	 en	 el	
Anexo	 I.	 En	 las	 tablas	 C2.3	 y	 C2.4	 se	 describen	 los	 10	 genes	 con	 mayor	 grado	 de	
activación	o	de	represión	en	cada	estirpe	o	condición,	así	como	el	cambio	relativo	(CR	






Gen	 CR*	 Identidad	 Dominios	conservados	
FOXG_11750	 329,50	 Proteína	hipotética	 Ferritina_2	
FOXG_12144	 167,54	 CarRA	 Sintasa	de	escualeno/fitoeno	
FOXG_12143	 165,60	 CarB	 Amino_oxidasa|Amino_oxidasa	
FOXG_12142	 161,53	 CarO	 Bacteriorrodopsina	
FOXG_13071	 130,15	 Proteína	hipotética	 Proteína	de	unión	a	oxisterol	
FOXG_16481	 127,99	 Bli4	 Super	familia	SDR	
FOXG_09735	 73,30	 Oxidorreductasa	 Oxidorreductasa_FMN/YadA_stalk	
FOXG_12145	 70,40	 CarX	 RPE65/PPI_Ypi1	
Resultados.	Capítulo	2	
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FOXG_03802	 65,67	 Proteína	hipotética	 GFA	






Gen	 CR	 Identidad	 Dominios	conservados	





FOXG_15250	 0.103	 Proteína	hipotética	 BglX	/Glyco_hydro_3	
FOXG_13112	 0.131	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	
FOXG_14203	 0.138	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	
FOXG_00752	 0.140	 Proteína	hipotética	 NnrS	
FOXG_07463	 0.141	 Proteína	hipotética	 Aldedh	
FOXG_10673	 0.148	 Proteína	hipotética	 Helo_like_N/DUF2290	
FOXG_03894	 0.149	 Proteína	hipotética	 Fungal_trans	








Gen	 CR	 Identidad	 Dominios	conservados	
FOXG_02914	 681,13	 Proteína	hipotética	 DUF2278	LTD	
FOXG_02907	 230,12	 Proteína	hipotética	 MviM	Superfamily	
FOXG_12143	 215,97	 CarB	 Fitoeno	deshidrogenasa	
FOXG_02910	 180,58	 Proteína	hipotética	 Aspartato	aminotransferasa	
FOXG_12144	 178,62	 CarRA	 Isoprenoid-Byosin	C1	
FOXG_11750	 178,06	 Proteína	hipotética	 Ferritina_2	
FOXG_12142	 147,45	 CarO	 YRO-2	Fungal	like	
FOXG_02920	 137,40	 Quitosanasa	 Glyco_hydro_75	Superfamily	
FOXG_02853	 78,69	 Proteína	hipotética	 Superfamilia	SDR	
















FOXG_11987	 0.060	 Proteína	hipotética	 CFEM|DUF308	
FOXG_10691	 0.060	 Proteína	hipotética	 MANEC|PAN_4|MANEC|PAN_4	
FOXG_02448	 0.073	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	





FOXG_16516	 0.094	 Proteína	hipotética	 Pec_liasa_C	
FOXG_04683	 0.097	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	
FOXG_13304	 0.100	 Proteína	hipotética	 Peroxidasa_2	




este	 cluster	 es	 uno	 de	 los	 objetivos	 principales	 de	 la	 regulación	 por	 la	 luz	 y	 por	 el	
mecanismo	mediado	por	la	proteína	CarS.	Los	efectos	de	la	luz	y	de	la	mutación	carS	
sobre	 la	expresión	de	 los	genes	car	 se	resumen	en	 la	tabla	C2.5	y	se	representan	 los	
niveles	de	cantidad	de	ARNm	en	FPKM	en	la	figura	C2.6.	Los	datos	confirman	además	
cambios	 más	 moderados	 por	 la	 luz	 y	 la	 mutación	 carS	 sobre	 la	 expresión	 del	 gen	











carRA	 FOXG_12144	 167,54	 178,62	
carB	 FOXG_12143	 165,60	 215,97	
carO	 FOXG_12142	 161,53	 147,45	
carX	 FOXG_12145	 70,40	 41,34	
carT	 FOXG_10608	 22,22	 11,96	
carD	 FOXG_05463	 1,11	 1,43	
carS	 FOXG_09307	 1,86	 1,57	








se	 extiende	 a	 otras	 funciones	 en	 el	 hongo.	 La	misma	 conclusión	 se	 puede	 aplicar	 al	
efecto	de	la	luz,	más	aún	considerando	que	influye	sobre	una	batería	más	extensa	de	
genes.	A	fin	de	obtener	una	visión	global	del	efecto	de	la	luz	y	de	la	mutación	carS,	se	
clasificaron	 los	 genes	 en	 grupos	 funcionales	 de	 acuerdo	 con	 las	 categorías	 definidas	
por	el	Gen	Ontology	Consortium	(http://geneontology.org).	Estas	categorías,	conocidas	
como	GO,	se	basan	en	 las	actividades	moleculares,	 los	componentes	celulares	donde	
las	 proteínas	 son	 activas	 y	 las	 rutas	 o	 procesos	 biológicos	 en	 las	 que	 participan,	 y	
pretenden	hacer	una	visión	unificada	para	todos	los	seres	vivos.		
El	 protocolo	 de	 asignación	 de	 categorías	 se	 basa	 en	 la	 identificación	 de	
dominios	 Pfam	 (Punta	 et	al.,	 2012),	 organizados	 en	una	base	de	datos	 que	 acumula	
información	 sobre	 alineamientos	 y	 estructuras	 proteicas	 conocidas.	 Este	método	 no	
asigna	 dominios	 Pfam	 a	 todas	 las	 proteínas,	 ya	 que	 la	 asignación	 de	 dominios	 debe	
cumplir	unos	mínimos	de	identidad	en	los	alineamientos.	En	el	caso	del	proteoma	de	F.	
oxysporum,	 solo	 se	 encuentra	 al	 menos	 un	 dominio	 Pfam	 significativo	 en	
aproximadamente	el	50%	de	 las	proteínas	predichas	en	su	proteoma.	La	distribución	
de	 funciones	GO	más	 representativas	 en	 las	proteínas	deducidas	de	 los	 genes	 cuyos	
niveles	de	ARNm	aumentan	por	efecto	de	la	luz	o	de	la	mutación	carS	dentro	de	este	
50%,	 y	 a	 las	 que	 se	 asignan	 un	 valor	 de	 parámetro	 Fisher	 igual	 o	menor	 a	 0.05,	 se	
describen	en	la	figura	C2.7.	
Figura	 C2.6.	 Efecto	 de	 la	 luz	 y	 la	 mutación	 carS	 en	 los	 niveles	 relativos	 de	 ARNm	 de	 los	 genes	







Figura	 C2.7.	 Representación	 REViGO	 (Gene	 Ontology	 treemap)	 de	 la	 distribución	 de	 grupos	





reveló	que	 el	 grupo	 funcional	más	 significativo	de	 los	 genes	 activados	por	 la	 luz	 fue	
para	 los	 de	 respuesta	 a	 estímulos,	 incluyendo	 estímulos	 de	 estrés.	 Sin	 embargo,	 el	
grupo	 funcional	 más	 significativo	 de	 los	 genes	 activados	 por	 la	 mutación	 carS	 está	
asociado	 al	 metabolismo	 de	 pequeñas	 moléculas.	 Estas	 diferencias	 pueden	 ser	




Los	datos	de	RNA-Seq	proporcionan	 información	 sobre	 la	 longitud	e	 integridad	
de	los	transcritos	de	todos	los	genes	expresados.	En	el	análisis	de	los	datos	se	prestó	
especial	 atención	 al	 transcrito	 del	 gen	 carS	 (Foxg_09307).	 La	 visualización	 de	 la	
cobertura	de	las	lecturas	de	RNA-Seq	respecto	al	ORF	del	gen	carS	indica	un	inicio	de	la	
transcripción	muy	próximo	al	codón	de	inicio	de	la	secuencia	codificante,	mientras	que	
la	 transcripción	 se	 extiende	 aproximadamente	 350	 bases	 más	 allá	 del	 codón	 de	
terminación	 predicho,	 en	 ambos	 casos	 de	 acuerdo	 con	 la	 anotación	 del	 genoma	
(EnsemblFungi.fungi.ensemble.org/index.html)	(Figura	C2.8	A,	marca	roja	discontinua).	
Las	 secuencias	 obtenidas	 del	 transcrito	 carS	 en	 el	 análisis	 de	 RNA-Seq	 en	 la	 estirpe	
silvestre,	tanto	en	la	oscuridad	como	tras	una	hora	de	iluminación,	aporta	información	
sobre	 la	 maduración	 de	 los	 dos	 intrones	 predichos	 en	 la	 anotación	 del	 gen	 en	 el	
gemoma.	 El	 primer	 intrón	 no	 se	 procesó	 normalmente	 en	 nuestras	 muestras,	 y	 de	
hecho	se	corresponde	con	una	secuencia	que	contiene	el	segundo	dominio	RF	(Figura	











Figura	C2.8.	Representación	mediante	 la	plataforma	 IGV	 (Integrative	Genomics	Viewer)	de	 las	
lecturas	 de	 los	 transcritos	 obtenidos	 en	 el	 análisis	 de	 RNA-Seq	 del	 gen	 Foxg_09307	 (carS).	A	
Lecturas	en	una	de	las	muestras	de	la	estirpe	silvestre	en	oscuridad	(arriba)	o	tras	una	hora	de	
luz	(abajo).	Se	 indica	con	una	marca	 roja	de	trazo	discontinuo	 la	región	transcrita	posterior	al	
supuesto	 codón	 de	 terminación,	 y	 con	 marcas	 verde	 de	 trazo	 continuo	 los	 posibles	
procesamientos	alternativos	de	ambos	intrones	en	el	transcrito	de	carS.	B	Representación	de	la	








En	 los	 datos	 proporcionados	 por	 el	 análisis	 de	 RNA-Seq	 se	 prestó	 especial	
atención	 a	 la	 región	 intergénica	 entre	 el	 gen	 Foxg_09306	 y	 el	 gen	 carS	 de	 F.	
oxysporum,	 tanto	por	haber	sufrido	alteraciones	en	 los	transformantes	T2	y	T3	como	
por	la	presencia	de	secuencias	para	posibles	precursores		de	miRNAs,	ya	discutidos	en	
el	 Capítulo	 1.	 Es	 oportuno	 recordar	 que	 el	 transformante	 T2	manifiesta	 un	 fenotipo	
muy	similar	al	de	los	mutantes	carS	SX1	y	SX2,	a	pesar	de	no	poseer	mutaciones	en	el	
gen	carS.		
Los	 datos	 de	 RNA-Seq	 mostraron	 una	 fuerte	 disminución	 de	 la	 actividad	
transcripcional	 de	 una	 región	 de	 aproximadamente	 12	 kb	 del	 genoma	 de	 los	
transformantes	T2	y	T3,	siendo	dicho	silenciamiento	especialmente	claro	en	T2	(Figura	
C2.9	A).	La	región	silenciada	es	adyacente,	y	posiblemente	parcialmente	solapante,	con	
las	 secuencias	 alteradas	 en	 ambos	 transformantes	 en	 el	 largo	 segmento	 intergénico	
entre	 Foxg_09306	 y	 Foxg_09307	 (Rodríguez-Ortiz,	 2012)	 y	 abarca	 los	 genes	
Foxg_09307	(carS),	Foxg_09308,	Foxg_09309	,	Foxg_17768	y	Foxg_09312.	
	El	silenciamiento	no	afectó	sin	embargo	ni	al	gen	Foxg_09306	ni	a	otras	regiones	


















Figura	 C2.9.	 Niveles	 de	 los	 transcritos	 de	 las	 proximidades	 al	 gen	 carS	 en	 la	 estirpe	 silvestre,	 los	
mutantes	carS	SX1	y	SX2	y	los	transformantes	T2	y	T3	obtenidos	por	RNA-Seq.	A	Lecturas	de	la	región	
comprendida	entre	Foxg_09306	 y	Foxg_09312,	 donde	 se	muestra	 la	pérdida	de	transcritos	de	dicha	
zona	 en	 los	 transformantes	T2	y	T3,	 con	 respecto	a	 la	 estirpe	 silvestre	 y	 los	mutantes	SX1	 y	 SX2.	B	
Perfiles	de	expresión	del	gen	Foxg_09306.	C	Niveles	de	ARNm	del	gen	Foxg_09306	expresados	como	




El	 elevado	 número	 de	 genes	 reprimidos	 en	 los	 transformantes	 T2	 y	 T3	 (Tabla	
C2.2)	 sugiere	 que	 el	 silenciamiento	 puede	 afectar	 también	 a	 otras	 regiones	 del	
genoma.	 Esta	 predicción	 se	 ha	 comprobado	 visualizando	 los	 30	 primeros	 genes	 con	










Gen	 CR	 Identidad	 Dominios	conservados	
FOXG_10691	 0.0039	 Proteína	hipotética	 Dominio	PAN	
FOXG_09107	 0.0066	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	
FOXG_02668**	 0.0117	 Proteína	hipotética	 Citocromo	P450	
FOXG_11969*	 0.0163	 Proteína	hipotética	 Citocromo	P450	
FOXG_14466*#	 0.0166	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	
FOXG_09307*	 0.0179	 carS	 RING	y	LON	
FOXG_10935**	 0.0183	 Proteína	hipotética	 TRI	12	
FOXG_15014*	 0.0203	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	
FOXG_11701	 0.0227	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	




FOXG_14564*	 0.0239	 Proteína	hipotética	 Asociado	a	peptidasa-proteasa		





FOXG_11783****	 0.0254	 Proteína	hipotética	 Superfamilia	de	ciclasas	
FOXG_00784	 0.0260	 Proteína	hipotética	 Superfamilia	de	VirB4	
FOXG_05449	 0.0275	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	
FOXG_17778	 0.0282	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	
FOXG_12958*	 0.0323	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	
FOXG_06050	 0.0325	 Proteína	hipotética	 SDR	tipo	NmrA		
FOXG_10933	 0.0326	 Proteína	hipotética	 Alquil	hidroperoxidasa	
FOXG_04016	 0.0346	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	
FOXG_15242>****	 0.0365	 Proteína	hipotética	 Reductasa	tipo	Enoy	
FOXG_03933***	 0.0395	 Proteína	hipotética	 CzcO.	Ryr-redox_2	





FOXG_13026	 0.0407	 Proteína	hipotética	 Oxidasa	de	aminas	de	Cu	
FOXG_17425***	 0.0410	 Proteína	hipotética	 Superfamilia	de	los	facilitadores	TRI12	
FOXG_10045*	 0.0413	 Proteína	hipotética	 No	encontrado	
















los	 datos	 sugieren	 que	 esa	 es	 la	 causa	 del	 fenotipo	 de	 superproducción	 de	
carotenoides	de	ambas	estirpes.	
	El	 análisis	 de	 RNA-Seq	 se	 limita	 a	 transcritos	 poliadenilados,	 por	 lo	 cual	 no	
aporta	 información	 respecto	 a	 la	 posible	 existencia	 de	 microARNs	 en	 la	 región	
intergénica	 anterior	 a	 carS,	 mencionada	 en	 el	 Capítulo	 1.	 La	 existencia	 de	 dichos	
microARNs	 se	 basa	 en	 una	 predicción	 informática	 procedente	 de	 datos	 previos	 de	
otros	microARNS	en	otros	grupos	taxonómicos.	Con	el	objetivo	de	obtener	información	










con	 Javier	 Pardo	 Medina).	 En	 la	 figura	 C2.10	 B,	 se	 muestran	 dos	 ejemplos	 de	
observación	de	pequeños	transcritos	visualizados	en	otros	genes.	
Por	otra	parte,	 la	observación	de	 la	misma	 región	 intergénica	en	 las	diferentes	







Figura	 C2.11.	 Representación	 mediante	 la	 plataforma	 IGV	 de	 las	 lecturas	 de	 los	 transcritos	
obtenidos	 en	 el	 análisis	 de	 RNAseq	 de	 la	 zona	 intergénica	 entre	el	 gen	Foxg_09306	 y	el	 gen	 carS	
(Foxg_09307).	Las	muestras	representadas	son	de	la	estirpe	silvestre	(WT)	en	oscuridad	o	incubada	
una	hora	en	 la	 luz,	 y	 los	mutantes	carS	 SX1	 y	 SX2	 en	 oscuridad.	 El	 círculo	anaranjado	muestra	 la	
existencia	 de	 un	 transcrito	 ausente	 en	 la	 anotación	 previa	 del	 genoma.	 Las	 líneas	 discontinuas	













la	 zona	 intergénica	 entre	 el	 gen	 Foxg_09306	 y	 el	 gen	 carS	 (Foxg_09307)	 en	 F.	 oxysporum.	 Las	
muestras	representadas	son	de	la	estirpe	silvestre	(WT)	en	oscuridad	o	incubada	una	hora	en	luz,	
y	los	mutantes	carS	SX1	y	SX2	en	oscuridad.	La	 línea	verde	indica	 la	zona	correspondiente	a	 fox-




















genomas	 de	 los	 eucariotas	 superiores	 se	 transcribe,	 a	 pesar	 de	 que	 contienen	 un	
porcentaje	muy	 elevado	 de	 secuencias	 no	 codificantes.	 Por	 ejemplo,	 en	 el	 proyecto	
ENCODE	se	observó	la	transcripción	de	tres	cuartas	partes	del	genoma	humano	(Binery	
et	 al.,	 2007;	 Bernstein	 et	 al.,	 2012;	 Djebali	 et	 al.,	 2012)	 y	 un	 resultado	 parecido	 se	
obtuvo	 con	 el	 genoma	 del	 ratón	 (Carninci	 et	 al.,	 2005).	 Las	 nuevas	 regiones	 de	





y	 los	ARNs	asociados	a	Piwi,	hasta	segmentos	más	 largos	de	ARN,	que	 incluyen	a	 los	
ARNs	 largos	 no	 codificantes	 (ARNlnc)	 y	 los	 ARNs	 largos	 no	 codificantes	 intergénicos	
(lincARNs)	(Ponting	et	al.,	2009;	Ma	et	al.,	2013).	En	particular,	la	tecnología	ARN-Seq	
ha	sacado	a	 la	 luz	cientos	de	ARNlncs	en	un	amplio	rango	de	organismos	eucariotas,	
que	 van	 desde	 levaduras	 hasta	 humanos	 (Okazaki	 et	 al.,	 2002;	 Ravasi	 et	 al.,	 2006;	
Guttman	 et	 al.,	 2009;	 McKinlay	 et	 al.,	 2011).	 Los	 ARNlncs	 surgen	 como	 un	 grupo	
heterogéneo	 de	 transcritos	 no	 codificantes	 implicados	 en	 una	 gran	 variedad	 de	
procesos	 regulatorios	 en	 eucariontes.	 Inicialmente	 fueron	descubiertos	 en	humanos,	
aunque	en	la	última	década	también	se	han	identificado	en	hongos.	Algunos	ejemplos	
de	ARNlncs	de	levaduras	están	bien	caracterizados	y	descritos	en	la	literatura,	mientras	





















En	 los	 hongos	 filamentosos,	 hasta	 la	 fecha	 solo	 se	 ha	 descrito	 un	 ARNlnc	 en	
Trichoderma	 reesei,	 implicado	 en	 la	 regulación	 de	 expresión	 de	 celulasas	 (Till	 et	al.,	






Como	 ya	 se	 ha	 descrito	 en	 el	 final	 del	 capítulo	 anterior,	 el	 análisis	 del	
transcriptoma	de	F.	oxysporum	reveló,	en	una	región	genómica	próxima	al	gen	carS,	un	
transcrito	no	 anotado	en	el	 genoma	que	presenta	diferencias	 notables	 de	 expresión	
entre	 la	 estirpe	 silvestre	 y	 los	mutantes	 carS	 SX1	 y	 SX2.	 Se	 decidió	 estudiar	más	 en	
detalle	 este	 transcrito	 debido	 a	 su	 proximidad	 al	 gen	 carS	 y	 a	 que	 parte	 de	 su	
secuencia	 genómica	 solapa	 con	 la	 región	 perteneciente	 al	 supuesto	microARN,	 “fox-
mir2”,	 descrito	 en	 el	 Capítulo	 1.	 Los	 ARNlnc	 emergen	 como	 nuevos	 factores	







Los	 datos	 de	 ARN-Seq	 obtenidos	 en	 el	 Capítulo	 2	muestran	 un	 transcrito	 de	
aproximadamente	 1,2	 kb	 entre	 los	 genes	 Foxg_09306	 y	 carS.	 La	 base	 de	 datos	 del	
genoma	de	Fusarium	oxysporum,	disponible	a	través	de	los	servidores	web	del	Broad	











gen	 codificante	 de	 proteína.	 Los	 resultados	 que	 se	 describen	 en	 las	 secciones	
siguientes	 llevaron	 a	 denominar	 a	 este	 transcrito	 carP,	 por	 su	 relación	 con	 la	
fotoinducción	de	 la	carotenogénesis.	Al	ser	 identificado	con	la	metodología	ARN-Seq,	
se	 deduce	 que	 carP	 es	 poliadenilado	 y,	 por	 tanto,	 que	 es	 transcrito	 por	 la	 ARN	











Las	 lecturas	 del	 ARN-Seq	 del	 Capítulo	 2	 no	 aportan	 información	 sobre	 la	
orientación	 de	 los	 transcritos.	 Por	 tanto,	 a	 fin	 de	 determinar	 la	 orientación	 del	
transcrito	carP	 se	utilizó	una	estrategia	experimental	basada	en	 la	 retrotranscripción	
de	 la	 primera	 cadena	 de	 ADNc	 (ADN1c)	 con	 cebadores	 específicos	 de	 cadena	 y	 la	
posterior	 detección	 del	 mismo	 mediante	 PCR.	 Para	 ello	 se	 prepararon	 dos	 mezclas	
independientes	de	cebadores	del	gen	carP,	en	un	caso	con	4	cebadores	forward	y	en	el	
otro	caso	con	4	cebadores	reverse	(Figura	C3.2	A),	usando	como	referencia	de	forward	
y	 reverse	 la	 orientación	 del	 gen	 carS.	 Se	 obtuvo	 ARN	 total	 del	micelio	 de	 la	 estirpe	





el	 que	 se	 transcribe	 el	 gen	 carS.	 De	 la	 misma	 manera	 los	 cebadores	 forward	 solo	
retrotranscribirán	al	ARN	de	carP	si	éste	tuviera	la	orientación	antisense.		
Figura	 C3.2.	 Determinación	 de	 la	 orientación	 del	 transcrito	 de	 carP.	 A	 Localización	de	 los	 cebadores	
utilizados	para	determinar	 la	orientación	 del	 transcrito	de	carP	mediante	PCR,	utilizando	 como	molde	
ADN1c	obtenido	de	ARN	total.	Los	cebadores	indicados	en	gris	tienen	dirección	forward	y	los	cebadores	
indicados	 en	 dorado	 tienen	 dirección	 reverse.	 B	 PCR	 sobre	 ADN1c	 para	 determinar	 la	 orientación	 del	





carP;	 ADNc	 (R),	 PCR	 del	 transcrito	 de	 carP	 utilizando	 como	 molde	 ADN1c	 procedente	 de	 una	
retrotranscripción	de	ARN	total	con	una	mezcla	de	cebadores	reverse	de	carP.	Los	tres	carriles	restantes	










la	 posición	 de	 cada	 una	 de	 los	 ORF	 existentes,	 mientras	 que	 en	 la	 parte	 inferior	 se	 representan	 los	
aminoácidos	 que	 componen	 cada	 posible	ORF.	 Solo	 aparecen	 las	 secuencias	 de	 aminoácidos	 de	 los	 7	




mezcla	 origina	 el	 producto,	 se	 usaron	dichas	 retrotranscripciones	 como	 sustratos	 en	
reacciones	de	PCR	utilizando	 la	pareja	de	cebadores	extremos	Foxy-48F	y	Foxy-48-R.	
Como	 resultado,	 se	 obtuvo	 una	 banda	 de	 amplificación	mucho	más	 intensa	 con	 los	






sus	 marcos	 abiertos	 de	 lectura	 u	 Open	 Reading	 Frames	 (ORFs)	 en	 ambas	 cadenas	
mediante	 la	 herramienta	 ORFfinder	 (NCBI	 Insights),	 empleando	 como	 criterio	 un	
mínimo	 de	 25	 aminoácidos	 consecutivos.	 El	 resultado	 muestra	 11	 posibles	 marcos	
abiertos	de	lectura	para	este	transcrito,	de	ellos	7	en	dirección	forward	(Figura	C3.3).	
Sus	tamaños	oscilan	entre	los	38	aminoácidos	en	el	ORF	más	corto	hasta	198	en	el	más	
largo.	 Las	 comparaciones	 de	 estas	 secuencias	 con	 las	 de	 las	 bases	 de	 datos	 de	







Los	 resultados	mostrados	en	el	 capítulo	 anterior	 sugieren	un	aumento	de	 los	
niveles	del	 transcrito	carP	 en	 los	mutantes	carS	 (Figura	C2.12).	 La	 secuencia	de	este	
transcrito	está	 incluida	en	 la	 región	 silenciada	en	 los	 transformantes	de	 inserción	de	
ADN-T	(T2	y	T3),	de	forma	más	acusada	en	T2	que	en	T3	(Figura	C2.9	A).	Es	interesante	





















los	 mutante	 Δmir2	 cuando	 se	 analiza	 la	 región	 de	 carP	 solapante	 con	 fox-mir2).	
Además,	 en	 los	mutantes	 carS	 y	 en	 el	 delecionante	Δmir1,	 los	 niveles	 de	 carP	 en	 la	
oscuridad	 son	 mucho	 mayores	 que	 en	 la	 estirpe	 silvestre,	 mientras	 que	 en	 el	



















mutantes	 en	 fondo	 silvestre	 mediante	 el	 reemplazamiento	 de	 su	 secuencia	 por	 un	
cassette	 de	 resistencia	a	higromicina.	 	Para	ello	 se	 construyó	el	 vector	pDul14,	en	el	
que	 se	 reemplazó	 el	 gen	 carP	 con	 el	 cassette	 HygR	 mediante	 la	 técnica	 de	



















4,4	 kb,	 tamaño	 que	 corresponde	 al	 reemplazamiento	 de	 carP	 con	 el	 cassette	 HygR,	
como	 se	 puede	 apreciar	 por	 la	 banda	 del	mismo	 tamaño	 obtenida	 con	 el	 plásmido	
pDul14,	utilizado	en	 la	 transformación.	De	 los	otros	4	 transformantes	 se	obtuvo	una	
banda	 de	 4,2	 kb,	 de	 mismo	 tamaño	 a	 la	 obtenida	 en	 la	 estirpe	 silvestre	 y	 que	
corresponde	a	la	secuencia	carP	 intacta	(Figura	C3.5	B).	El	único	transformante	ΔcarP	
obtenido	se	denominó	SX82.	
Como	 verificación	 adicional,	 se	 llevó	 a	 cabo	 una	 hibridación	 de	 Southern	 de	
ADN	genómico	de	 la	estirpe	 silvestre	y	del	 transformante	SX82	utilizando	una	 sonda	
exterior	a	 la	 región	delecionada,	próxima	al	 gen	carS	 (Figura	C3.5	A).	 Esta	 sonda,	de	
256	pb,	se	obtuvo	a	partir	de	ADN	genómico	de	la	estirpe	silvestre	con	los	cebadores	
Sonda-carP-1F	 y	 Sonda-carP-1R.	 Las	 muestras	 de	 ADN	 genómico	 se	 trataron	 con	 la	
enzima	AvaI,	 para	 la	 cual	hay	una	diana	dentro	del	 gen	carP,	 pero	no	en	el	 cassette	
HygR	(Figura	C3.5	A),	que	se	espera	haya	reemplazado	a	carP	en	SX82.	De	esta	forma,	
se	espera	un	patrón	de	bandas	diferente	entre	la	estirpe	silvestre	y	la	estirpe	mutante.	









HygR	 (gen	 hph).	 A	 Estrategia	 de	 sustitución	 del	 gen	 carP	 por	 el	 cassette	 HygR	 mediante	
recombinación	 homóloga	 en	 S.	 cerevisiae.	 Se	muestran	 los	 cebadores	 externos	 que	 se	 usaron	
para	amplificar	la	región	completa,	la	sonda	de	hibridación	utilizada	para	la	técnica	de	Southern	y	
las	dianas	de	 la	endonucleasa	AvaI.	B	 PCR	 de	comprobación	 de	 la	deleción	del	 gen	carP	 en	 los	
transformantes.	 Se	 empleó	 ADN	 genómico	 de	 la	 estirpe	 silvestre	 (WT)	 como	 control	 negativo,	
ADN	de	pDul14	 (plásmido	que	contiene	 la	construcción	completa)	 como	control	positivo	y	ADN	
genómico	de	 los	transformantes.	Los	cebadores	utilizados	fueron	Fox-ZI-LNC-F	(OMP	998)	y	Fox-
ZD-LNC-R	(OMP	1001),	que	amplifican	4,2	kb	del	ADN	genómico	silvestre	y	4,4	kb	de	pDUL14.	MT:	
marcadores	 de	 tamaño.	 C	 Análisis	 Southern	 del	 ADN	 genómico	 de	 la	 estirpe	 silvestre	 y	 el	







El	 mutante	 ΔcarP	 SX82	 presentó	 un	 fenotipo	 albino	 (Figura	 C3.6	 A)	 en	
condiciones	 de	 iluminación,	 consistente	 con	 un	 defecto	 en	 la	 producción	 de	
carotenoides,	mientras	 que	 en	 oscuridad	 presentó	 el	mismo	 fenotipo	 que	 la	 estirpe	
silvestre.	Dicho	fenotipo	de	SX82	es	el	mismo	que	el	mostrado	por	los	mutantes	Δmir2	
analizados	en	el	Capítulo	1.	Para	confirmarlo,	se	analizó	el	contenido	en	carotenoides	
de	 SX82	 y	 se	 comparó	 con	 el	 de	 los	mutantes	Δmir2.	Como	 resultado	 se	 observó	 el	
mismo	 patrón	 de	 carotenoides,	 con	 sólo	 trazas	 en	 la	 oscuridad	 y	 una	 cantidad	
similarmente	 baja	 en	 la	 luz	 (Figura	 C3.6	 B).	 Dado	 que	 la	 estirpe	 con	 la	 deleción	


















descenso	 en	 los	 niveles	 de	 ARNm	 de	 los	 genes	 estructurales	 de	 la	 ruta	 de	
carotenogénesis,	 como	 ya	 se	 observó	 para	 los	 mutantes	 Δmir2	 (Capítulo	 1),	 se	
determinaron	 dichos	 niveles	 para	 los	 genes	 carRA	 y	 carB	 mediante	 RT-qPCR	 en	 el	
mutante	 SX82	 y	 se	 compararon	 con	 los	 previamente	 obtenidos	 para	 los	
transformantes	Δmir2.	 Para	 ello	 se	 incubaron	 la	 estirpe	 silvestre	 y	 el	 transformante	




















Como	 ya	 se	 ha	 mencionado	 en	 la	 introducción	 general,	 la	 luz	 estimula	 la	
biosíntesis	de	carotenoides	en	F.	oxysporum	a	través	de	la	activación	transcripcional	de	
los	 genes	estructurales	carRA,	carB	 y	carT.	De	acuerdo	 con	estudios	 realizados	en	F.	
fujikuroi,	la	respuesta	es	mediada	sobre	todo	por	el	fotorreceptor	WcoA,	llamado	wc1	
en	 F.	 oxysporum	 (Ruiz-Roldán	 et	 al.,	 2008),	 con	 la	 participación	 accesoria	 de	 los	
fotorreceptores	CryD	y	VvdA	(Avalos	et	al.,	2017).	Además,	el	análisis	transcriptómico	
descrito	 en	 el	 Capítulo	 2	 mostró	 que	 son	 numerosos	 los	 genes	 cuya	 expresión	 es	
estimulada	por	 la	 luz.	Por	 tanto,	dado	que	 la	deleción	de	carP	 reduce	de	 forma	muy	
patente	 la	 fotoinducción	de	 los	 genes	 de	 la	 carotenogénesis,	 se	 decidió	 investigar	 si	
ello	 se	 debe	 a	 una	 alteración	 en	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 de	 los	 fotorreceptores	
implicados	en	la	respuesta.	Por	ello,	se	determinaron	mediante	RT-qPCR	los	niveles	de	




Figura	 C3.8.	Efecto	 de	 la	 deleción	 de	 carP	 sobre	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 estructurales	 carB	 y	
carRA,	 los	genes	de	fotorreceptores	vvdA,	cryD	y	wcoA	 (wco1)	y	el	gen	 fotoinducible	con10.	Las	
muestras	de	ARN	se	obtuvieron	a	partir	de	micelio	de	silvestre	(WT)	y	ΔcarP	cultivados	tres	días	en	








Como	 ya	 se	 observó	 en	 F.	 fujikuroi,	 y	 como	 indican	 los	 experimentos	 de	
transcriptómica	 (Capítulo	 2),	 los	 niveles	 de	 transcritos	 de	 los	 genes	 cryD	 y	 vvdA	
aumentan	 fuertemente	 tras	 la	exposición	a	 la	 luz.	Al	 igual	que	se	ha	observado	para	
wcoA,	 los	 resultados	 mostraron	 que	 la	 mutación	 carP	 no	 afecta	 a	 los	 niveles	 de	
transcritos	de	estos	genes.	 Llama	 la	atención	que,	al	 contrario	que	carRA	 y	carB,	 los	
genes	cryD	y	vvdA	mantuvieron	el	mismo	patrón	de	fotoinducción	con	independencia	
de	 la	 presencia	 o	 ausencia	 de	 carP.	 El	 mismo	 resultado	 se	 obtuvo	 para	 el	 gen	
Foxg_01269,	 ortólogo	 de	 con-10	 de	 N.	 crassa,	 elegido	 como	 ejemplo	 de	 gen	
fotoinducible	no	relacionado	con	la	carotenogénesis.	Este	resultado	indica	que	el	ARN	
carP	no	es	un	regulador	maestro	de	los	genes	fotoinducibles	en	F.	oxysporum,	sino	que	














Los	 resultados	descritos	 en	 los	 capítulos	 anteriores	muestran	 la	 existencia	 de	
una	región	regulatoria	aguas	arriba	del	gen	carS,	que	incluye	un	gen	para	un	ARN	no	
codificante.	 Al	 lado	 del	 gen	 carP,	 a	 unos	 4	 kb	 de	 carS,	 se	 encuentran	 los	 genes	
Foxg_09306,	 Foxg_09305	 y	 Foxg_09304.	 El	 gen	 Foxg_09306,	 al	 que	 ya	 se	 prestó	
atención	en	el	del	Capítulo	2	(página	96),	codifica	supuestamente	una	proteína	de	142	
aa	 cuya	 secuencia	 carece	 de	 dominios	 conocidos	 o	 predecibles.	 El	 desconocimiento	
completo	sobre	las	posibles	funciones	de	proteínas	predichas	a	partir	del	genoma	de	F.	
oxysporum	es	bastante	común,	ya	que	un	22%	de	las	proteínas	anotadas	en	su	genoma	
(según	 los	 datos	 analizados	 en	 el	 ARN-Seq	 realizado	 en	 este	 trabajo)	 carecen	 de	
precedentes	 funcionales	 o	 de	 dominios	 proteicos	 conocidos.	 Con	 respecto	 al	 gen	








Los	genes	Fox_09306,	Fox_09305	 y	Foxg_09304	 se	 investigaron	en	un	 trabajo	
anteriore	 en	 el	 mismo	 grupo,	 sin	 embargo,	 no	 reveló	 ningún	 posible	 papel	 en	 la	
regulación	de	la	carotenogénesis.	Estos	trabajos	se	limitaron	a	una	observación	visual	
de	 los	 mutantes	 generados	 y	 no	 se	 llegaron	 a	 realizar	 análisis	 bioquímicos	 de	 los	
contenidos	de	carotenoides	(Rodríguez-Ortíz,	2012).	No	obstante,	en	el	estudio	de	las	
causas	moleculares	 de	 los	 fenotipos	 desregulados	 de	 los	 transformantes	 T2	 y	 T3,	 se	
observó	 que	 ambas	 estirpes	 coinciden	 en	 la	 presencia	 de	 alteraciones	 en	 la	 región	
intergénica	entre	el	gen	carS	y	Foxg_09306	generadas	en	el	proceso	de	transformación	
con	A.	 tumefaciens.	 Esta	 región	debe	 incluir	 la	 secuencia	promotora	de	Foxg_09306.	
Los	 datos	 mostraron	 también	 que	 T2	 presenta	 un	 aumento	 considerable	 en	 la	
expresión	de	Foxg_09306	 (Figura	C2.9	C,	 Capítulo	 2).	 Además,	 uno	de	 los	 supuestos	
genes	de	precursores	de	microARN,	fox-mir1,	se	ubica	en	esta	región	intergénica,	cerca	
de	donde	se	espera	que	se	encuentre	el	promotor	de	este	gen.	La	deleción	de	fox-mir1	
provocó	una	bajada	de	 los	niveles	de	ARNm	de	 lo	genes	de	 la	carotenogénesis	y	una	
fuerte	reducción	de	la	acumulación	de	carotenoides	con	respecto	a	la	estirpe	silvestre.	
Esta	 respuesta	 es	 opuesta	 a	 la	 provocada	 por	 la	 alteración	 genómica	 de	 T2,	 que	













Según	 el	 genoma	 anotado	 de	 F.	 oxysporum,	 el	 gen	 carF	 se	 transcribe	 en	
dirección	 opuesta	 a	 la	 de	 los	 genes	 carP	 y	 carS,	 y	 codifica	 una	 proteína	 no	
caracterizada	de	142	aminoácidos,	carente	de	dominios	conservados.	Al	contrastar	su	
secuencia	con	un	análisis	BLASTP	específico	de	secuencias	de	proteínas	a	través	de	la	
plataforma	 NCBI	 (National	 Center	 for	 Biotechnology	 Information,	
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov)	 se	detecta	 similitud	 con	 su	ortólogo	en	otras	especies	
de	 Fusarium,	 tales	 como	 F.	 fujikuroi,	 F.	 graminearum	 o	 F.	 verticillioides,	 con	 una	
identidad	 superior	 al	 90%.	 Sólo	 se	 encontró	 un	 dominio	 conservado	 en	 una	 de	 las	
proteínas	homólogas	en	Fusarium	nygamai,	un	patógeno	de	leguminosas,	en	la	que	la	
secuencia	 de	 la	 proteína	 codificada	 por	 el	 gen	 ortólogo	 a	 Foxg_09306,	 Fnyg_04818,	
posee	 un	 dominio	 conservado	 perteneciente	 a	 la	 proteína	 UL16,	 de	 la	 familia	





propiedades	 de	 los	 péptidos,	 la	 proteína	 CarF	 tiene	 un	 peso	molecular	 esperado	 de	
15,6	KDa.	Las	predicciones	apuntan	a	una	proteína	muy	soluble	en	agua	 (hidrofílica),	
que	se	espera	que	deje	de	ser	soluble	a	pH	inferior	a	5.	El	análisis	a	través	del	servidor	
















Otra	observación	destacable	de	 las	 lecturas	de	 los	transcritos	es	que	en	todas	






mutación	 del	 gen	 carS.	 Los	 resultados	muestran	 en	 la	 estirpe	 silvestre	más	 lecturas	
para	el	gen	carF	tras	una	hora	de	iluminación	que	en	la	oscuridad,	mientras	que	en	los	
mutantes	 carS	 la	 cantidad	de	 lecturas	 en	oscuridad	 es	más	 similar	 a	 la	 de	 la	 estirpe	
silvestre	en	oscuridad	que	a	la	expuesta	a	la	luz	(Figura	C4.1	B).	La	ausencia	de	efecto	
de	la	mutación	carS	contrasta	con	el	fuerte	incremento	en	los	niveles	de	transcrito	de	
este	 gen	 en	 el	 transformante	 T2	 (Figura	 C2.9,	 Capítulo	 2).	 Esta	 estirpe	 posee	 una	
alteración	en	la	secuencia	de	ADN	cercana	al	promotor	de	carF,	por	lo	que	puede	que	




RT-qPCR	 en	 la	 estirpe	 silvestre	 y	 en	 los	 mutantes	 carS,	 tanto	 en	 condiciones	 de	
oscuridad	 como	 tras	 una	 hora	 de	 iluminación	 (Figura	 C4.2).	 Ese	 análisis	 es	 más	
completo	que	el	de	ARN-Seq,	ya	que,	por	limitaciones	en	la	cantidad	de	muestras,	en	
ese	 estudio	 solo	 se	 analizó	 el	 efecto	 de	 la	 luz	 en	 la	 estirpe	 silvestre.	 Los	 resultados	
muestran	que	los	niveles	de	ARNm	del	gen	carF	son	varias	veces	mayores	en	la	luz	que	
en	la	oscuridad	en	la	estirpe	silvestre,	en	los	mutantes	carS	y	en	los	transformantes	T2	




	 Figura	 C4.1.	 Niveles	 de	 ARNm	 del	 gen	 carF.	 A	
Lecturas	 de	 los	 transcritos	del	 gen	Foxg_09306	 en	
el	 análisis	de	 ARN-Seq	en	 la	 estirpe	 silvestre	 en	 la	
oscuridad	 y	 tras	 una	 hora	 de	 iluminación,	 y	
mutantes	carS	SX1	y	SX2	en	oscuridad.	La	barra	azul	
representa	el	gen	carF	(Foxg_09306)	anotado	en	el	
genoma.	 El	 rectángulo	 rojo	 señala	 la	 zona	 3’-UTR	
del	gen	que	no	está	anotada	en	el	genoma.	Solo	se	
representa	 una	 de	 las	 dos	 réplicas	 biológicas.	 Las	







Teniendo	 en	 cuenta	 que	 los	 niveles	 de	 ARNm	 del	 gen	 carF	 aumentan	
considerablemente	en	el	transformante	T2,	posiblemente	a	causa	de	la	alteración	en	la	
región	 de	 ADN	 próxima	 a	 su	 promotor,	 se	 decidió	 averiguar	 si	 las	 deleciones	 en	 las	
secuencias	 fox-mir1	 y	 fox-mir2	 (Δmir1	 y	 Δmir2,	 Capítulo	 1)	 afectan	 a	 los	 niveles	 de	
transcrito	 de	 carF,	 para	 lo	 cual	 se	 realizaron	 nuevas	 incubaciones	 en	 las	 mismas	
condiciones	 de	 cultivo.	 Aunque	 inicialmente	 se	 contemplaron	 como	 posibles	
secuencias	precursoras	de	microARNs,	en	los	Capítulos	2	y	3	se	descartó	esta	hipótesis	
y	 se	 determinó	 la	 relación	 de	 estas	 secuencias	 con	 el	 ARNlnc	 carP,	 por	 lo	 cual	 se	
incluyó	también	el	mutante	ΔcarP	SX82	en	este	estudio.	Los	resultados	confirmaron	el	
incremento	en	el	nivel	de	ARNm	carF	en	la	luz	en	relación	a	la	oscuridad	en	la	estirpe	










La	 caída	 en	 los	 niveles	 de	 transcritos	 de	 los	 genes	 estructurales	 de	 la	
carotenogénesis	en	 los	mutantes	Δmir1	y	ΔcarP,	y	 la	subida	en	 la	cantidad	de	ARNm	
carF	en	dichos	mutantes	podrían	ser	 independientes	o	podrían	tener	alguna	relación	





Para	 estudiar	 la	 función	 del	 gen	 carF	 en	 F.	 oxysporum	 se	 generaron	 estirpes	
mutantes	en	fondo	silvestre	mediante	reemplazamiento	génico.	Para	ello	se	construyó	
un	 plásmido	 mediante	 la	 técnica	 de	 recombinación	 homóloga	 en	 levaduras	 (ver	
Material	 y	Métodos),	 con	 fragmentos	de	 la	 región	promotora	y	 terminadora	del	 gen	
carF	 flanqueando	 al	 marcador	 de	 resistencia	 a	 higromicina	 hph.	 Los	 cebadores	
utilizados	 para	 hacer	 esta	 construcción	 se	muestran	 en	 la	 tabla	M2	 en	Materiales	 y	
Métodos.	El	plásmido	obtenido,	que	se	denominó	pDul15,	se	utilizó	para	transformar	
protoplastos	 de	 la	 estirpe	 silvestre.	 Como	 ya	 se	 llevó	 a	 cabo	 con	 las	 mutaciones	
dirigidas	de	otros	genes	o	secuencias	(Capítulos	1	y	3),	el	objetivo	es	reemplazar	el	ORF	
de	 carF	 por	 el	 cassette	 de	 resistencia	 a	 higromicina	 HygR	 (Figura	 C4.3	 A).	 Como	
resultado	se	obtuvieron	4	transformantes,	que	se	pasaron	por	esporas	uninucleadas	3	
Figura	 C4.2.	 Niveles	 de	 ARNm	 del	 gen	 Foxg_09306	 en	 distintas	 estirpes	 y	 condiciones.	 Las	
muestras	se	obtuvieron	a	partir	de	cultivos	de	tres	días	en	medio	mínimo	DGasn	en	oscuridad,	que	
se	expusieron	en	su	caso	una	hora	a	la	luz.	Los	resultados	muestran	la	media	y	el	error	estándar	de	







Figura	 C4.3.	Deleción	 del	 gen	 carF	 en	 la	 estirpe	 silvestre	 por	 reemplazamiento	 con	 un	 cassette	
HygR	 (gen	 hph).	 A	 Mapas	 de	 la	 región	 genómica	 del	 gen	 carF	 en	 la	 estirpe	 silvestre	 y	 en	 los	
transformantes	 ΔcarF.	 En	 la	 transformación	 el	 gen	 carF	 es	 reemplazado	mediante	 recombinación	
homóloga	por	un	marcador	 seleccionable	HygR	 (hph).	 Se	muestran	 los	 cebadores	 externos	que	 se	
usaron	para	amplificar	 la	región	completa,	 la	sonda	utilizada	para	 la	hibridación	de	Southern,	y	 las	
dianas	de	 la	endonucleasa	PstI.	B	 PCR	de	comprobación	del	 reemplazamiento	del	 gen	carF	 en	 los	
transformantes.	 Se	 usó	 ADNg	 de	 la	 estirpe	 silvestre	 (WT)	 como	 control	 negativo	 y	 el	 plásmido	
pDul15	usado	en	 la	transformación	como	control	positivo.	 Los	 cebadores	utilizados	 fueron	Sonda-




tamaños	 de	 las	 bandas	 son	 2,6	 kb	 en	 la	 estirpe	 silvestre	 y	 1,2	 kb	 en	 los	 transformantes	 con	 el	
reemplazamiento	correcto.	
	
veces	para	 asegurar	 su	homocariosis	 y	 finalmente	 se	 caracterizaron	molecularmente	
mediante	PCR	e	hibridación	por	Southern.		
Se	seleccionaron	cuatro	transformantes	para	un	escrutinio	previo	por	PCR,	usando	
los	 cebadores	 externos	 Fox-ZI_FOXG_09306-F	 y	 Fox-ZD-FOXG_09306-R.	 Dos	 de	 ellos	
(transformantes	#4	y	#5)	presentaron	el	patrón	esperado	para	la	deleción	del	gen	carF,	







la	 ausencia	 de	 recombinaciones	 ectópicas	 adicionales	 en	 los	 transformantes	 #4	 y	 #5	
mediante	análisis	en	Southern.		Los	ADN	genómicos	de	la	estirpe	silvestre	(WT)	y	de	los	
transformantes	 ΔcarF	 (#4	 y	 #5)	 se	 trataron	 con	 la	 enzima	 de	 restricción	 PstI,	 se	
separaron	 en	 electroforesis	 de	 agarosa	 y	 se	 transfirieron	 a	 una	 membrana.	 La	
hibridación	 se	 realizó	 con	 una	 sonda	 de	 250	 pb	 correspondiente	 a	 la	 región	
terminadora	de	carF	(señalada	con	una	línea	roja,	Figura	C4.3	A),	obtenida	a	partir	de	




analizados	 presentaron	 una	 banda	 de	 1,2	 kb	 correspondiente	 a	 la	 presencia	 del	








Las	 colonias	 en	 agar	 de	 los	 mutantes	 ΔcarF	 mostraron	 una	 morfología	 y	 una	
capacidad	 de	 crecimiento	 muy	 similar	 a	 los	 de	 la	 estirpe	 silvestre.	 Sin	 embargo,	
mientras	 que	 en	 la	 oscuridad	 presentaron	 el	 característico	 aspecto	 albino	 silvestre,	
cuando	 se	 incubaron	 bajo	 iluminación	 su	 color	 fue	 mucho	más	 pálido	 que	 la	 típica	
pigmentación	 anaranjada	 de	 la	 estirpe	 silvestre	 (Figura	 C4.4	 A).	 Este	 fenotipo	 indica	
una	 menor	 capacidad	 de	 síntesis	 de	 carotenoides	 en	 respuesta	 a	 la	 luz,	 que	 se	
confirmó	 con	 los	 correspondientes	 análisis	 bioquímicos	 de	 su	 contenido	 en	
carotenoides.	Los	datos	mostraron	niveles	silvestres	en	oscuridad,	pero	una	reducción	









una	 menor	 fotoinducción	 de	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 estructurales	 de	 la	
carotenogénesis,	 se	estudiaron	mediante	RT-qPCR	 los	niveles	de	ARNm	de	 los	 genes	
carRA	 y	 carB	 en	 micelios	 incubados	 durante	 tres	 días	 en	 medio	 mínimo	 DGasn	 en	
oscuridad	 y	 expuestos	 después	 durante	 una	 hora	 a	 la	 luz.	 El	 análisis	 se	 hizo	 en	 la	
estirpe	 silvestre	 y	 en	 los	 mutantes	 ΔcarF	 SX83	 y	 SX84.	 Además	 de	 los	 dos	 genes	
estructurales,	 se	añadieron	al	estudio	 los	genes	carS	 y	carP,	por	 ser	vecinos	a	carF	 y	
por	la	posibilidad	de	que	pudiera	haber	algún	tipo	de	conexión	regulatoria	entre	ellos	
que	se	manifieste	en	los	niveles	de	sus	transcritos.	
El	 resultado	 mostró	 niveles	 muy	 similares	 de	 ARNm	 carRA	 y	 carB	 en	 los	
transformantes	ΔcarF	y	en	la	estirpe	silvestre,	tanto	en	oscuridad	como	tras	una	hora	
de	 iluminación	 (Figura	 C4.5).	 Estos	 datos	 sugieren	 que	 la	 bajada	 de	 producción	 de	
carotenoides	en	estos	transformantes	no	es	debida	a	una	disminución	de	la	expresión	
de	los	genes	estructurales	de	la	ruta	de	carotenogénesis.	Hay	que	tener	en	cuenta	que	
en	 este	 experimento	 se	 examina	 la	 respuesta	 a	 la	 luz	 de	 un	 cultivo	 previamente	




















Figura	C4.5.	Efecto	de	 la	deleción	de	carF	 sobre	 los	niveles	de	ARNm	de	 los	genes	estructurales	
carB	y	carRA,	y	 los	genes	reguladores	carS	y	carP.	Las	muestras	de	ARN	se	obtuvieron	a	partir	de	


















Como	 ya	 se	 ha	 mencionado,	 muchos	 hongos	 filamentosos	 producen	 un	 gran	
arsenal	de	metabolitos	 secundarios,	 compuestos	de	bajo	peso	molecular	que	no	son	
necesarios	para	la	supervivencia	del	hongo	pero	que	contribuyen	de	alguna	manera	a	
mejorar	 su	 eficacia	 biológica	 (Fox	 y	 Howlett,	 2008;	 Reverberi	 et	 al.,	 2010;	 Rohlfs	 y	
Churchill,	2012).	 La	 síntesis	de	metabolitos	 secundarios	consume	energía,	por	 lo	que	
solo	se	lleva	a	cabo	cuando	es	ventajoso	para	el	organismo.	Para	ello	 los	hongos	han	
desarrollado	sofisticados	mecanismos	de	regulación,	tanto	positiva	como	negativa,	que	
controlan	 la	expresión	de	 los	genes	responsables.	En	muchos	casos	 los	genes	de	una	
misma	 ruta	 se	 organizan	 en	 un	 cluster	 en	 el	 genoma	 (Keller	 y	 Hohn,	 1997).	 Estos	
clusters	 se	 ubican	 con	 frecuencia	 en	 regiones	 subteloméricas	 y	 son	 propensos	 a	 ser	
silenciados		a	nivel	de	estructura	de	la	cromatina	(Studt	et	al.,	2017).		
La	cromatina	es	un	complejo	de	histonas	y	proteínas	no	histónicas	asociadas	con	
el	ADN	nuclear,	 que	 constituyen	el	 sustrato	molecular	 sobre	el	 que	 se	 llevan	a	 cabo	
todos	 los	 procesos	 celulares	 del	 ADN,	 como	 son	 la	 replicación,	 la	 recombinación,	 la	
reparación	o	la	transcripción.	Desde	el	punto	de	vista	estructural,	la	cromatina	puede	
adoptar	 distintas	 formas	 de	 organización,	 que	 implican	 grados	 de	 compactación	
diferentes.	En	líneas	generales,	la	cromatina	puede	estar	condensada	o	relajada.	En	el	
primer	 caso,	 la	 cromatina	 está	 densamente	 empaquetada	 (heterocromatina)	 y	 la	
correspondiente	 región	 genómica	 está	 transcripcionalmente	 silenciada.	 Por	 el	
contrario,	 en	 el	 segundo	 caso	 la	 cromatina	 está	 desempaquetada	 (eucromatina)	 y	
accesible	 a	 la	 maquinaria	 de	 transcripción.	 El	 grado	 de	 empaquetamiento	 está	
asociado	al	estado	químico	de	las	colas	de	las	histonas,	que	depende	de	la	actividad	de	
ciertas	 enzimas	 que	 forman	 parte	 de	 un	 complejo	 dedicado	 a	 añadir	 o	 eliminar	




inmunoprecipitación	 de	 cromatina	 (ChIP,	 de	 Chromatin	 immunoprecipitation).	 La	
técnica	 de	 ChIP,	 desarrollada	 hace	 unos	 30	 años	 (Solomon	 y	 Varshavsky,	 1985;	
Solomon	et	al.,	1988),	permite	determinar	y	cuantificar	la	interacción	del	ADN	con	las	
proteínas	 asociadas	 in	 vivo.	 Este	método	 permite	 averiguar	 si	 proteínas	 específicas,	
como	 histonas	 o	 factores	 de	 transcripción,	 se	 encuentran	 localizadas	 en	 una	 región	
genómica	concreta	bajo	unas	ciertas	condiciones	experimentales.	La	técnica	original	se	
basa	 en	 el	 análisis	 de	 ADN	 recuperado	 de	 una	 reacción	 de	 fijación	 (crosslink-
decrosslink),	 y	 en	 la	 coprecipitación	 con	 complejos	 proteicos.	 Para	 estabilizar	 esta	
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interacción	 durante	 el	 paso	 de	 inmunoprecipitación	 (IP),	 las	 células	 se	 tratan	 con	
formaldehído	 in	 situ.	 El	 tiempo	 de	 exposición	 y	 la	 concentración	 de	 formaldehído	
dependen	 del	 organismo	 y	 necesitan	 ser	 optimizados	 empíricamente	 para	 cada	
especie	y	condición	experimental.	En	breve,	 la	cromatina	y	 las	proteínas	asociadas	al	
ADN	 se	 fijan	 temporalmente,	 y	 el	 ADN	 genómico	 se	 rompe	 por	 sonicación	 para	
obtener	fragmentos	de	unos	300	-	500	pares	de	bases.	Los	anticuerpos	que	reconocen	
epítopos	 en	 las	 proteínas	 diana	 se	 añaden	 a	 la	 mezcla	 de	 reacción	 para	
inmunoprecipitar	 los	 complejos	 proteicos	 unidos	 al	 ADN.	 Después	 se	 revierte	 la	









ejemplo,	 la	metilación	de	 la	 lisina	4	de	 la	histona	H3	(H3K4me1,	H3K4me3,	donde	se	
indica	la	histona,	el	residuo	modificado	y	el	tipo	de	modificación),	 la	acetilación	de	la	
lisina	 9	 de	 la	 histona	 H3	 (H3K9ac),	 o	 la	 modificación	 de	 otras	 lisinas	 (por	 ejemplo,	
H3K27ac,	 H3K36me3).	 Otras	 modificaciones	 están	 asociadas	 al	 silenciamiento	 de	
genes,	como	la	H3K9me3	y	la	H3K27me3	(Pérez-Lluch	et	al.	2015).	
Los	 clusters	 de	 genes	 para	 la	 síntesis	 de	 metabolitos	 secundarios	 suelen	 estar	
sujetos	 a	 regulación	 epigenética	 a	 nivel	 de	metilación	 o	 acetilación	 de	 las	 histonas,	
como	es	el	caso	de	los	que	forman	los	genes	de	las	síntesis	de	giberelinas,	bikaverina	o	
fumonisinas	(Wiemann	et	al.,	2013).	En	este	capítulo	se	ha	investigado	la	existencia	de	
modificaciones	químicas	 en	 las	 histonas	del	 cluster	 car,	 representados	por	 los	 genes	
carRA	 y	 carB.	 La	 investigación	 se	 ha	 extendido	 a	 los	 genes	 carS	 y	 carP,	 como	
reguladores	de	la	ruta,	el	caso	de	carP	por	ser	un	ARNlnc,	implicado	en	la	regulación	de	
la	carotenogénesis	que	podría	actuar	a	nivel	epigenético	a	través	de	modificaciones	de	
la	 cromatina	 (Rinn,	 2014).	 Las	 modificaciones	 epigenéticas	 de	 estos	 genes	 se	 han	
estudiado	 en	 diferentes	 estirpes	 y	 condiciones	 de	 regulación.	 En	 particular,	 se	 ha	
prestado	atención	al	efecto	de	 la	 luz,	ya	que	en	N.	crassa	 la	acetilación	es	 requerida	
para	 la	 respuesta	 a	 la	 luz	 del	 complejo	White	 collar-1	 (Grimaldi	 et	al.,	 2006),	 y	 a	 la	











En	el	ensayo	se	han	empleado	 la	estirpe	silvestre	 (WT),	 los	mutantes	carS	 SX1	y	SX2	
(descritos	 en	 el	 Capítulo	 1),	 y	 la	 estirpe	ΔcarP	 SX82	 (descrita	 en	 el	 Capítulo	 3).	 Las	
estirpes	 se	 incubaron	 durante	 3	 días	 en	 oscuridad	 y,	 de	 forma	 análoga	 a	 otros	









las	 dos	 regiones	 teloméricas	 del	 cromosoma	 II.	 Foxg_05571	 presenta	 una	 expresión	





(qPCR)	de	ADN	 inmunoprecipitado	con	anticuerpos	 frente	a	 las	distintas	marcas.	 Los	
cebadores	 utilizados	 para	 el	 análisis	 de	 los	 genes	 diana	 (tabla	 M2	 de	 Material	 y	
Métodos)	cubren	entre	200	y	250	pb	en	 la	región	5’	del	gen	diana,	ya	que	ésta	es	 la	
región	 donde	 se	 suelen	 establecer	 las	 marcas	 epigenéticas	 (Ernst	 et	 al.,	 2011).	 Se	
estudiaron	varias	regiones	del	promotor,	pero	sólo	se	analizaron	las	que	cumplían	los	
requisitos	 óptimos	 para	 el	 análisis	 de	 qPCR	 cuantitativa	 (descrito	 en	 Material	 y	
Figura	C5.1.	Niveles	de	expresión	en	el	análisis	ARN-Seq	descrito	en	el	Capítulo	2	para	algunos	de	los	
genes	utilizados	en	el	estudio.	Los	genes	carRA	y	carS	son	 los	controles	 internos	de	expresión.	Los	











Como	ya	 se	ha	mostrado	en	 resultados	 anteriores,	 los	 genes	carRA	 y	carB	 de	F.	
oxysporum	presentaron	niveles	de	ARNm	bajos	en	oscuridad	y	altos	tras	una	hora	de	
iluminación.	Por	su	parte,	 los	genes	carS	y	carP	mostraron	una	 leve	 inducción	de	sus	
niveles	de	ARNm	en	la	luz,	y	parecen	desempeñar	papeles	reguladores	contrapuestos,	
como	 indican	 los	 fenotipos	 en	 la	 carotenogénesis	 generados	 por	 sus	 mutaciones,	
alcanzando	 niveles	 de	ARNm	muy	 altos	 de	 los	 genes	 estructurales	 en	 el	 caso	 de	 los	
mutantes	carS	y	niveles	muy	bajos	en	los	mutantes	ΔcarP.	El	estudio	abordado	en	este	
capítulo	 pretende	 averiguar	 la	 posible	 influencia	 de	 las	 marcas	 epigenéticas	 en	 la	
regulación	de	estos	genes.	
Figura	 C5.2.	 Posición	 en	 el	 genoma	 de	 las	 regiones	 estudiadas	 en	 el	 análisis	 de	 qPCR.	 Se	
representan	 los	 genes	 y	 las	 regiones	 del	 promotor	 estudiadas	 de	 cada	 gen.	 RAP:	 Región	
Amplificada	 del	 Promotor,	 seguida	 del	 nombre	 del	 gen	 en	 cuestión.	 Las	 líneas	 naranja	 son	 las	
regiones	analizadas	por	qPCR.	Las	líneas	grises	son	las	regiones	estudiadas,	pero	no	analizadas	por	
qPCR.	A	Región	del	cluster	car	con	los	genes	carRA,	carB	y	parte	del	gen	carX.	B	Región	que	cubre	
desde	 el	 gen	 carF	 hasta	 el	 gen	 carS.	 C	 Tegión	 subtelomérica	 incluyendo	 el	 gen	 Foxg_05571,	




En	 la	 Figura	 C5.3	 se	 describe	 la	 relación	 entre	 la	metilación	 de	 la	 lisina	 4	 de	 la	
histona	3	(H3K4),	la	metilación	y	la	acetilación	de	la	lisina	9	en	la	histona	3	(H3K9)	en	
los	 promotores	 de	 los	 genes	 arriba	 mencionados,	 en	 la	 estirpe	 silvestre	 y	 en	 los	
mutantes	carS	y	ΔcarP.	En	 la	 figura	se	muestra	 también	si	 las	diferencias	observadas	
son	estadísticamente	significativas	de	acuerdo	con	el	test	de	t-student,	 indicando	con	
1,	2	ó	3	asteriscos	 los	distintos	niveles	de	 fiabilidad	para	 las	diferencias	 significativas	
(datos	 completos	 en	 Anexo	 II).	 Para	 facilitar	 las	 comparaciones,	 los	 resultados	 se	
muestran	agrupando	los	datos	por	estirpes	(Figura	C5.3	A)	o	por	genes	(Figura	C5.3	B).	








H3K4me3,	 marca	 asociada	 a	 promotores	 activos.	 Los	 resultados	 en	 los	 genes	
utilizados	como	controles	coinciden	con	sus	patrones	de	expresión	esperados	en	todas	
las	 estirpes	 y	 condiciones:	 la	 región	 5’	 del	 gen	 de	 la	 β-tubulina	 presenta	 un	
enriquecimiento	 significativo	 de	 metilación	 H3K4,	 asociada	 a	 un	 nivel	 elevado	 de	
expresión,	mientras	que	en	la	región	5’	del	gen	subtelomérico	Foxg_05571	se	observan	
niveles	 bajos	 de	 dicha	 metilación.	 La	 considerable	 diferencia	 en	 los	 patrones	 de	
expresión	de	estos	genes,	obtenidos	en	los	análisis	de	RNA-Seq	descritos	en	el	Capítulo	
2,	se	muestran	en	la	figura	C5.1.		Sin	embargo,	contra	lo	que	cabría	esperar,	los	genes	
carRA	 y	 carB	 presentaron	 niveles	 muy	 bajos	 de	 esta	 marca	 epigenética	 con	
independencia	 de	 la	 cantidad	 de	 carotenoides	 de	 la	 estirpe	 y	 condición	 estudiada,	
incluyendo	los	mutantes	carS,	en	los	que	la	expresión	de	ambos	genes	es	muy	elevada.	
Por	el	contrario,	 las	regiones	5’	de	los	genes	carS	y	carP	presentaron	niveles	altos	de	




de	 esta	 marca	 son	 más	 ambiguos,	 ya	 que	 los	 niveles	 observados	 fueron	 menos	
variables	 entre	 las	 distintas	 estirpes	 o	 los	 genes	 analizados.	 Así,	 en	 este	 caso,	 las	
diferencias	fueron	menores	entre	los	dos	genes	control,	con	niveles	sólo	algo	mayores	
en	 el	 gen	 de	 la	 β-tubulina	 que	 en	 el	 control	 subexpresado	 Foxg_05571.	 Tampoco	









niveles	 fueron	muy	 bajos	 en	 el	 resto	 de	 los	 genes,	 indicando	 que	 se	 ubicaría	 en	 la	
cromatina	 transcripcionalmente	 activa,	 pero	 es	 aparentemente	 un	poco	más	 alta	 en	
los	genes	carRA	y	carB	tanto	en	la	estirpe	silvestre	y	en	el	mutante	ΔcarP	como	en	los	
























en	 la	 estirpe	 silvestre	 y	 en	 los	mutantes	ΔcarP,	 SX1	 y	 SX2	 en	 oscuridad	 o	 tras	 una	 hora	 de	 iluminación.	A	
Representación	 agrupando	 los	 datos	 por	 estirpes.	 B	 Representación	 agrupando	 los	 datos	 por	 genes.	 Se	
representa	 la	 media	 y	 el	 error	 típico	 del	 porcentaje	 de	 enriquecimiento	 de	 la	 marca	 con	 respecto	 al	 Input	
(cromatina	total)	en	cuatro	réplicas	biológicas	independientes.	Los	asteriscos	indican	una	diferencia	significativa	
en	el	enriquecimiento	de	la	marca	(p	<	0.05).	Se	representan	los	mismos	datos	en	los	paneles	A	y	B	con	distintas	































bajos	 en	 todas	 las	 condiciones,	 incluyendo	 en	 los	 mutantes	 carS	 SX1	 y	 SX2,	 que	
muestran	una	transcripción	muy	activa	de	ambos	genes.	Existe	la	posibilidad	de	que	la	
regulación	por	esta	metilación	se	ubique	en	otra	región	de	los	promotores	de	carRA	y	





Figura	C5.4.	Niveles	de	 la	marca	H3K4me3	en	 la	 región	5’	de	 los	genes	 carRA	 y	carB	 de	 la	estirpe	
silvestre	y	de	 los	mutantes	ΔcarP,	 SX1	y	SX2.	carRA	 (I)	y	carB	 (I):	zona	amplificada	por	 la	pareja	de	
cebadores	 del	 experimento	 anterior	 (ChIP-QPCR-carRA-carX-1F/ChIP-QPCR-carRA-carX-1R	 y	 ChIP-
QPCR-carB-2F/	ChIP-QPCR-	 carB-2R,	respectivamente).	carRA	 (II)	 y	carB	 (II):	 zona	amplificada	con	 los	






	 Los	 resultados	 volvieron	 a	 mostrar	 niveles	 bajos	 de	 metilación	 H3K4me3	 para	
carRA	 y	carB	en	 todos	 los	mutantes	analizados,	en	oscuridad	o	 tras	una	hora	de	 luz.	














analizó	 la	 presencia	 de	 las	 marcas	 activadoras	 H3K4me3	 y	 H3K9ac	 tras	 distintos	
tiempos	 de	 iluminación.	 En	 concreto,	 los	 cultivos	 incubados	 durante	 3	 días	 en	
oscuridad	se	iluminaron	durante	2,5,	5,	10,	30	y	60	min.	Debido	al	elevado	número	de	
muestras,	este	estudio	se	limitó	a	la	estirpe	silvestre.	





observó	 también	 una	 cierta	 tendencia	 a	 la	 subida	 con	 tiempos	 más	 largos	 de	
iluminación	pero,	de	nuevo,	 las	diferencias	no	 fueron	muy	 llamativas.	Especialmente	
informativo	fue	el	escaso	efecto	de	la	luz	en	los	niveles	de	metilación	H3K4me3	en	los	
genes	carRA	y	carB,	que	confirman	que	la	luz	actúa	con	independencia	de	esta	marca	
epigenética.	 	 Sin	embargo,	 la	 subida	de	 la	marca	H3K9ac	por	efecto	de	 la	 luz	 fue	un	
poco	más	patente,	pero	las	diferencias	siguieron	sin	ser	significativas,	lo	cual	contrasta	
con	 el	 drástico	 efecto	 que	 ejerce	 la	 luz	 sobre	 la	 transcripción	 de	 carRA	 y	 carB.	 Los	






Figura	 C5.5.	 Efecto	 del	 tiempo	 de	 exposición	 a	 la	 luz	 sobre	 los	 niveles	 de	 las	 marcas	 de	 activación	 de	



















de	 mutagénesis,	 que	 hicieron	 posible	 las	 primeras	 búsquedas	 sistemáticas	 de	
mutantes	 de	 la	 pigmentación	 (Avalos	 et	 al.,	 1985),	 y	 el	 hallazgo	 de	 los	 primeros	




de	 los	mutantes	 carS	 de	P.	 blakesleeanus	 (Cerdá-Olmedo,	 1987).	 Los	mutantes	 carS	
constituyeron	 un	 fondo	 genético	 muy	 útil	 en	 la	 identificación	 de	 nuevos	 mutantes	








básicos	 de	 esta	 respuesta,	 como	 son	 la	 sensibilidad	 a	 distintas	 longitudes	 de	 onda	
(Rau,	 1967)	 o	 la	 cinética	 de	 estimulación	 (Bindl	 et	 al.,	 1970).	 Recientemente	 se	 ha	
avanzado	considerablemente	en	este	mecanismo	de	regulación	con	la	caracterización	
de	 los	 genes	 de	 tres	 fotorreceptores	 implicados	 en	 la	 respuesta,	 la	 proteína	 “White	






una	 colección	 de	 transformantes	 insercionales	 de	 ADN-T	 mediados	 por	 la	 bacteria	
Agrobacterium	tumefaciens	(Rodríguez-Ortiz	et	al.,	2012).	El	hallazgo	fue	indirecto,	ya	
que	ninguno	de	los	tres	transformantes	poseía	una	inserción	de	ADN-T	en	el	gen	carS.	







en	 F.	 fujikuroi	 (Rodríguez-Ortiz	 et	 al.,	 2013),	 donde	 se	 encontraron	 estos	 mutantes	






El	 mecanismo	 de	 acción	 de	 CarS	 es	 aún	 desconocido.	 Tanto	 por	 sus	
características	 como	 proteína	 de	 la	 familia	 RING-Finger,	 como	 por	 datos	 previos	 del	
grupo,	no	hay	ningún	 indicio	que	haga	pensar	que	CarS	sea	un	 factor	 transcripcional	
que	 actúe	 directamente	 sobre	 los	 promotores	 de	 los	 genes	 estructurales	 de	 la	
carotenogénesis.		Por	su	similitud	estructural	con	la	proteína	CrgA	de	M.	circinelloides,	
se	 sospecha	 que	 CarS	 puede	 interaccionar	 con	 otras	 moléculas	 reguladoras,	 muy	
probablemente	otras	proteínas,	que	modulen	directa	o	indirectamente	la	expresión	de	
los	 genes	 de	 la	 carotenogénesis.	 Tanto	 CarS	 como	 CrgA	 tienen	 al	menos	 dos	 partes	
bien	 diferenciadas:	 una	 región	 con	 dos	 dominios	 Ring	 Finger	 (RF)	 y	 un	 dominio	
proteasa	LON.	
La	proteína	CarS	estaba	inicialmente	mal	anotada	en	el	genoma	de	F.	fujikuroi,	
ya	 que	 la	 asignación	 errónea	 de	 un	 intrón	 llevó	 a	 pasar	 por	 alto	 la	 existencia	 del	
segundo	 dominio	 RF,	 coincidente	 con	 su	 secuencia.	 	 Sin	 embargo,	 un	 estudio	 de	
transcriptómica	 llevado	 a	 cabo	 en	 esta	 especie	 (Ruger-Herreros,	 2016)	 reveló	 que	
dicho	intrón	no	se	elimina	y	que	CarS	contiene	un	segundo	dominio	RF.	Los	datos	de	
transcriptómica	del	Capítulo	2	han	confirmado	este	dato	también	para	la	proteína	CarS	
de	 F.	 oxysporum.	 Sin	 embargo,	 en	 este	 caso	 se	 detecta	 la	 eliminación	 eventual	 del	
intrón	 (Figura	 C2.8,	 Capítulo	 2),	 dando	 lugar	 a	 dos	 transcritos	 diferentes.	 La	
maduración	alternativa	de	intrones	no	es	un	fenómeno	desconocido	en	Fusarium,	pues	
ya	se	había	descrito	en	F.	graminearum	 (Zhao	et	al.,	2013).	Se	da	 la	circunstancia	de	
que	 el	 intrón	 de	 CarS	 tiene	 un	 número	 de	 bases	múltiplo	 de	 tres,	 y	 que	 carece	 de	
codones	 de	 terminación,	 por	 lo	 que	 se	 espera	 que	 se	 traduzcan	 dos	 variantes	 de	 la	




Con	 independencia	 del	 mecanismo	 de	 acción	 molecular,	 los	 datos	 de	




en	F.	 fujikuroi	 (Ruger-Herreros,	2016),	 los	datos	 indican	que	 la	mutación	de	este	gen	
tiene	un	impacto	global	en	la	expresión	de	numerosos	genes	de	F.	oxysporum,	con	más	
de	500	genes	 cuyos	niveles	de	ARNm	suben	a	más	del	doble	o	bajan	a	menos	de	 la	
mitad	 en	 los	 dos	mutantes	 carS	 analizados.	 La	mayoría	 de	 los	 genes	 sufren	 cambios	





genes	 de	 la	 carotenogénesis,	 detecta	 una	 sobreabundancia	 de	 genes	 del	 grupo	 del	
metabolismo	de	moléculas	 pequeñas,	 y	 en	menor	medida,	 de	 reparación	 del	 ADN	 y	
adhesión	celular,	lo	que	apunta	a	una	considerable	diversidad	funcional.	
En	 el	 mismo	 estudio	 se	 incluyó	 el	 efecto	 de	 la	 luz	 sobre	 la	 estirpe	 silvestre.	




2007a;	 revisado	 por	 Avalos	 et	 al.,	 2017),	 aproximadamente	 el	 41%	 de	 los	 genes	
activados	por	 la	mutación	carS	son	también	activados	por	 la	 luz,	y	aproximadamente	
un	25%	de	los	genes	activados	por	la	luz	son	también	activados	por	la	mutación	carS,	
entre	 los	 que	 se	 encuentran	 los	 genes	 estructurales	 de	 la	 carotenogénesis,	 con	 la	
excepción	del	gen	carD.	Esos	porcentajes	son	algo	más	bajos	en	el	caso	de	 los	genes	
reprimidos	 por	 la	 mutación	 carS	 o	 por	 la	 luz	 (34%	 y	 15%,	 respectivamente),	 pero	
mucho	más	altos,	en	cualquier	 caso,	que	 los	esperados	por	azar	 teniendo	en	cuenta	
que	 el	 genoma	 de	 F.	 oxysporum	 tiene	 unos	 18.000	 genes.	 El	 elevado	 grado	 de	












gen	 carS	 (Rodríguez-Ortíz,	 2012).	 Las	 dos	 estirpes,	 llamadas	 T2	 y	 T3,	 son	
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transformantes	 obtenidos	 por	 inserciones	 de	 ADN-T	mediadas	 por	A.	 tumefaciens	 y	
poseen	 la	 inserción	 de	 ADN-T	 en	 la	 región	 genómica	 próxima	 al	 gen	 carS.	 Estas	
inserciones	 no	 parecen	 alterar	 ningún	 otro	marco	 abierto	 de	 lectura	 de	 otros	 genes	
anotados	 en	 esta	 región	 del	 genoma	 de	 F.	 oxysporum,	 posicionándose	 en	 la	 región	
intergénica	 entre	 el	 gen	 Foxg_09306	 y	 el	 gen	 carS	 en	 T2,	 y	 entre	 Foxg_09305	 y	
Foxg_09306	 en	 T3.	 Además,	 en	 el	 caso	 de	 T3	 se	 identificó	 una	 alteración	 en	 la	
secuencia	entre	Foxg_09306	y	el	gen	carS	de	naturaleza	desconocida.	A	 juzgar	por	 la	
coincidencia	 con	 la	 localización	 del	 ADN-T	 en	 el	 transformante	 T2,	 esta	 alteración	




análoga	 a	 estos	mutantes,	 tanto	T2	 como	T3	poseen	niveles	 anormalmente	 altos	de	
ARNm	 de	 los	 genes	 estructurales	 de	 la	 carotenogénesis	 tanto	 en	 luz	 como	 en	
oscuridad.	
En	 un	 primer	 intento	 por	 comprender	 las	 causas	 moleculares	 del	 fenotipo	
desregulado	 de	 la	 carotenogénesis	 en	 los	 transformantes	 T2	 y	 T3,	 se	 hizo	 una	
búsqueda	 de	 posibles	 elementos	 reguladores	 en	 la	 región	 intergénica	 entre	




codificantes,	 que	 al	 transcribirse	 se	 pliegan	por	 apareamientos	 internos	 para	 formar	
horquillas	 que	 contienen	 segmentos	 de	 complementariedad	 imperfecta.	 El	
procesamiento	de	los	precursores	ocurre	generalmente	en	dos	etapas,	catalizado	por	
las	enzimas	Drosha	en	el	núcleo	y	Dicer	en	el	citoplasma.	La	mayoría	de	los	microARN	
estudiados	 regulan	 negativamente	 la	 expresión	 de	 sus	 genes	 diana	 a	 nivel	





Los	 resultados	 descritos	 en	 el	 Capítulo	 2	 permiten	 replantearse	 las	 causas	
moleculares	 que	 producen	 los	 fenotipos	 de	 T2	 y	 de	 T3.	 La	 transcriptómica	 de	 ARNs	
pequeños	ha	descartado	la	presencia	de	microARNs	en	la	región	anterior	al	gen	carS,	
pero	 ha	 identificado	 en	 su	 lugar	 un	 ARN	 largo	 no	 codificante,	 supuestamente	



















muy	 pocas	 bases,	 que	 indica	 que	 sus	 secuencias	 han	 evolucionado	manteniendo	 su	









Se	 conoce	 la	 ubicación	 precisa	 de	 las	 inserciones	 de	 ADN-T	 en	 los	
transformantes	T2	y	T3;	sin	embargo,	en	el	caso	de	T3,	se	desconocen	los	detalles	de	la	
alteración	 molecular	 sufrida	 entre	 el	 gen	 carP	 y	 el	 gen	 carS.	 Aunque	 los	 datos	
disponibles	 la	 sitúan	más	 cerca	 de	 carP	 que	 la	 inserción	 de	 ADN-T	 en	 la	 estirpe	 T2	
(Rodríguez-Ortiz,	 2012),	 solo	 se	 pudo	 deducir	 que	 esa	 región	 está	 alterada	 por	 las	
diferencias	 observadas	 en	 una	 hibridación	 Southern,	 empleando	 como	 sonda	 un	
segmento	 de	 ADN	 del	 gen	 Foxg_09305,	 vecino	 a	 Foxg_09306	 (carF).	 De	 hecho,	 la	
alteración	puede	afectar	a	 la	región	5’	del	transcrito	carP.	 	Los	 intentos	de	amplificar	
por	PCR	 la	 secuencia	alterada	no	dieron	ningún	 resultado	 (Rodríguez-Ortiz,	 2012),	 lo	
cual	sugiere	que	se	ha	producido	una	inserción	de	un	tamaño	suficiente	para	impedir	









C2.4).	 El	 resultado	 más	 significativo	 sobre	 la	 alteración	 regulatoria	 en	 estos	





la	 mutación	 carS	 será	 epistática	 sobre	 carP.	 Dicho	 de	 otra	 forma,	 si	 ambos	 genes	





los	 lugares	 con	 la	 inserción	de	ADN-T	en	el	primer	caso	o	con	el	ADN	alterado	en	el	
segundo.	 Por	 tanto,	 cabe	 suponer	 una	 relación	 directa	 causa-efecto.	 La	 información	
disponible	sobre	los	otros	genes	afectados	por	el	silenciamiento	no	aporta	información		
relevante.	Los	tres	genes	siguientes	a	carS	son	Foxg_09308,	que	cifra	una	proteína	de	
534	 aminoácidos	 (código	 de	 acceso	 XP_018246454)	 de	 función	 desconocida,	
Foxg_09309,	 que	 codifica	 una	 supuesta	 fosfo-CoA	 quinasa	 de	 231	 aminoácidos	
(XP_018246455)	 y	 Foxg_17768,	 que	 codifica	 otra	 proteína	 de	 193	 aminoácidos	 (XP_	




terpenoides	 esenciales	 que	 se	 deben	 seguir	 sintetizando,	 como	 es	 el	 caso	 de	 los	




Un	 aspecto	 especialmente	 intrigante	 de	 los	 transformantes	 T2	 y	 T3	 es	 el	
elevado	número	de	genes	cuya	expresión	se	ve	alterada	de	 forma	 importante	en	 las	
dos	estirpes.	La	lista	de	genes	con	un	grado	de	represión	mayor	(Tabla	C2.6)	muestra	
una	 fuerte	predominancia	de	 genes	para	proteínas	de	 función	desconocida,	 y	 las	de	






Las	 técnicas	 modernas	 de	 transcriptómica	 global	 están	 cambiando	 en	 gran	
medida	la	perspectiva	que	se	tenía	sobre	las	funciones	codificantes	de	los	genomas,	ya	
que	 están	 revelando,	 en	 un	 número	 creciente	 de	 organismos	 eucariotas,	 que	 la	
proporción	de	ARNs	sin	capacidad	de	codificar	proteínas	es	mucho	mayor	de	lo	que	se	





que	 pueden	 regular	 la	 expresión	 de	 otros	 genes	 a	 nivel	 transcripcional,	
postranscripcional	y	epigenético	(Wapinski	y	Chang,	2011).	Los	ARNlnc	pueden	actuar	
directamente	en	el	mensajero	de	su	gen	diana,	positiva	o	negativamente,	afectando	a	
su	 traducción.	 Su	 efecto	 sobre	 la	 estabilidad	 del	 ARN	 mensajero	 es	 a	 través	 del	
apareamiento	de	las	bases	de	los	ARNlncs	y	el	ARNm,	que	puede	tanto	proteger	al	ARN	
de	la	degradación	como	acelerarla	(Guhaniyogi	y	Brewer,	2001).	
Además	 de	 su	 longitud,	 los	 ARNlncs	 poseen	 otras	 características	 propias.	 La	
mayoría	de	ellos	son	transcritos	por	la	ARN	Polimerasa	II,	de	forma	similar	a	los	ARNs	
mensajeros,	de	manera	que	sufren	sus	mismas	modificaciones	postranscripcionales:	la	
caperuza	 en	 su	 extremo	 5’	 y	 la	 adición	 de	 la	 cola	 poli(A)	 en	 el	 extremo	 3’	 (Du	 toit,	
2013).	 Los	 ARNlncs	 regulan	 la	 expresión	 de	 otros	 genes	 a	 través	 de	 diversos	
mecanismos,	 que	 en	muchos	 casos	 permanecen	 aún	 confusos	 (Mercer	 et	 al.,	 2009,	
2013;	 Whitehead	 et	 al.,	 2009;	 Wilusz	 et	 al.,	 2009).	 Los	 ARNlnc	 supuestamente	
ortólogos	 tienden	a	mostrar	 una	débil	 conservación	de	 secuencias	 entre	organismos	
(Pang	 et	 al.,	 2006),	 aunque	 conserven	 su	 función.	 Los	 ARNm	 requieren	 una	 ORF	
continua	 con	 secuencia	 conservada	 y	 funcional.	 Por	 el	 contrario,	 como	 su	 propio	
nombre	 indica,	 los	 ARNlnc	 carecen	 de	 ORFs	 conservadas,	 pero	 mantienen	 una	
estructura	y	función	propias	(revisado	por	Quan	et	al.,	2015).		
Aunque	 abundan	 los	 estudios	 sobre	ARNlncs	 en	mamíferos	 o	 plantas,	 se	 han	




de	 ARN	 ha	 revelado	 también	 la	 intervención	 de	 ARNlncs	 en	 la	 regulación	 de	 la	
expresión	 de	 genes	 en	 N.	 crassa	 (Arthanori	 et	 al.,	 2014).	 Por	 las	 características	











pb	 con	 más	 del	 50%	 de	 identidad,	 un	 umbral	 por	 debajo	 del	 cual	 se	 encuentran	
segmentos	 que	 aparean	 parcialmente	 con	 cualquier	 gen	 al	 azar.	 Este	 dato	 parece	
descartar	una	función	directa	por	apareamiento	de	carP	sobre	los	ARN	de	los	genes	de	





dejaría	a	CarS	 libre	para	reprimir	 la	síntesis	de	carotenoides.	De	ser	así,	 la	 luz	podría	
ejercer	 su	 función	 activadora,	 al	menos	 parcialmente,	 a	 nivel	 de	 carP,	 facilitando	 su	
unión	a	CarS.	No	se	descartan	otros	mecanismos	de	acción	para	carP,	por	ejemplo,	a	
nivel	 epigenético,	 reclutando	 las	 secuencias	 diana	 sobre	 las	 que	 actuarían	 algunas	
proteínas	 de	 la	 maquinaria	 de	 modificación	 de	 histonas,	 como	 parece	 sugerir	 la	


















Relación	 entre	 el	 gen	 carP	 y	 los	 supuestos	 genes	 precursores	 de	microARN	
fox-mir-1	y	fox-mir-2	
En	 el	 Capítulo	 1	 se	 investigó	 la	 posible	 función	 de	 los	 supuestos	 genes	
precursores	de	los	microARN	fox-mir-1	y	fox-mir-2.	Estos	experimentos	se	hicieron	con	
anterioridad	a	conocer	la	existencia	del	gen	carP.	Aunque	los	datos	de	transcriptómica	




La	 secuencia	 del	 supuesto	 fox-mir-2	 es	 solapante	 casi	 en	 su	 totalidad	 con	 el	
final	del	transcrito	del	gen	carP.	A	pesar	de	que	alrededor	del	60%	de	la	secuencia	de	
carP	(659	de	1178	pb)	se	conserva	tras	la	deleción	de	fox-mir-2,	 las	consecuencias	de	
esta	deleción	sobre	 la	 síntesis	de	carotenoides	y	 sobre	 la	expresión	de	 los	genes	car	
son	las	mismas	que	las	producidas	por	la	deleción	completa	de	carP.	Este	resultado	se	
debe	 interpretar	 como	 que	 la	 región	 del	 extremo	 3’	 de	 carP	 desempeña	 un	 papel	
esencial	en	su	función,	pero	eso	no	significa	que	no	sea	esencial	también	el	resto	del	
transcrito,	como	ocurriría	si	la	función	dependiera	de	la	estructura	global	del	ARN	más	
que	 de	 ciertas	 secuencias	 concretas.	 Otra	 consecuencia	 interesante	 de	 la	
disponibilidad	de	esta	mutación	parcial	es	que	permite	deducir	si	carP	participa	en	la	











carF.	 	Como	consecuencia,	 los	efectos	 fenotípicos	 resultantes	de	su	deleción	pueden	
deberse	a	alteraciones	en	la	expresión	de	cualquiera	de	estos	dos	genes.	De	hecho,	en	
los	Capítulos	3	y	4	se	observa	que	 la	deleción	de	 fox-mir-1	eleva	tanto	 los	niveles	de	
ARN	de	carP	(Figura	C3.4)	como	los	de	ARNm	de	carF	(Figura	C3.2).	Este	resultado	se	
explicaría	 por	 la	 presencia	 de	 algún	 elemento	 de	 regulación	 negativo	 en	 dicha	
secuencia	 que	 afecte	 negativamente	 a	 la	 transcripción	 desde	 ambos	 promotores,	 lo	





Por	 tanto,	 el	 aumento	 inducido	 de	 los	 niveles	 de	 ARNm	 de	 estos	 genes	 debería	
producir	el	fenotipo	opuesto,	es	decir,	un	aumento	de	la	síntesis	de	carotenoides.	Sin	
embargo,	se	detectó	un	aumento	en	los	niveles	de	transcrito	de	los	genes	carF	y	carP	
en	 los	mutantes	 Δmir1,	 observándose	 el	 efecto	 contrario	 al	 esperado,	 en	 el	 que	 los	
mutantes	 tienen	 disminuida	 la	 capacidad	 de	 síntesis	 de	 carotenoides.	 La	 explicación	
puede	estar	en	el	aumento	de	 los	niveles	de	transcrito	del	gen	carS	producido	tanto	
por	 las	 deleciones	 de	 fox-mir-1	 y	 de	 fox-mir-2,	 que	 correlacionan	 con	 el	 grado	 de	
inhibición	de	la	síntesis	de	carotenoides	en	la	luz.	




los	mutantes	 carS	 (Figura	 C1.4).	 Aunque	 según	 los	 datos	 de	 RNA-Seq	 la	 cantidad	 de	
transcrito	 era	 mínima,	 no	 se	 puede	 descartar	 que	 éste	 tenga	 una	 vida	 media	 muy	
efímera.	 Cabe	 por	 tanto	 especular	 que	 este	 ARN	 puede	 desempeñar	 una	 función	
asociada	a	 la	 fotoinducción	de	 la	carotenogénesis,	y	que	el	 fenotipo	observado	en	el	
mutante	Δfox-mir-1	se	deba	a	su	ausencia,	con	independencia	de	los	efectos	sobre	la	
expresión	 de	 los	 genes	 vecinos.	 Aunque	 esta	 hipótesis	 no	 parece	 muy	 plausible	 a	
juzgar	 por	 los	 bajos	 niveles	 de	 transcrito	 detectados,	 merece	 al	 menos	 esta	 breve	
mención.	
Aunque	 el	 análisis	 en	 masa	 de	 ARNs	 pequeños	 llevado	 a	 cabo	 no	 haya	
encontrado	 microARNs	 correspondientes	 a	 la	 región	 del	 gen	 carP	 (Capítulo	 2),	 su	
solapamiento	 con	 la	 secuencia	 de	 fox-mir2	deja	 abierta	 la	 posibilidad	 de	 que	 pueda	
actuar	 de	 precursor	 de	 uno	 o	más	microARNs.	 De	 hecho,	 algunos	 ARNlncs	 han	 sido	
identificados	 como	 precursores	 de	 pequeños	 ARNs	 (Rother	 y	 Meister,	 2011).	 La	 no	
detección	de	microARNs	asociados	a	la	región	de	carP	en	las	condiciones	de	cultivo	y	
variantes	 regulatorias	 en	 las	 que	 se	 estudia	 la	 carotenogénesis	 en	 esta	 Tesis,	 hacen	
muy	 improbable	 la	participación	de	microARNs	en	dicha	regulación.	Sin	embargo,	 los	
ARNlnc	pueden	interactuar	con	miRNAs	para	regular	 la	actividad	de	estos	y	controlar	
de	esta	forma	la	traducción	del	ARN	mensajeros	diana	(revisado	por	Quan	et	al.,	2015).	
De	 la	 misma	 forma	 que	 se	 ha	 averiguado	 que	 CarS	 tiene	 muchas	 otras	 dianas	
regulatorias	 además	 de	 los	 genes	 de	 la	 carotenogénesis,	 carP	 podría	 desempeñar	







La	 proteína	 CarF:	 un	 nuevo	 elemento	 en	 la	maquinaria	 de	 regulación	 de	 la	
carotenogénesis	en	Fusarium	
En	la	anotación	original	del	genoma	de	F.	oxysporum,	el	gen	carF	está	situado	
en	el	otro	extremo	de	 la	 larga	región	supuestamente	 intergénica	que	precede	al	gen	
carS,	y	en	la	que	posteriormente	se	ha	identificado	el	gen	carP.	En	principio,	carF	no	es	
más	que	uno	más	de	los	centenares	de	genes	cuyos	niveles	de	ARNm	aumentan	en	la	
luz,	 lo	 cual	 no	 llama	 lo	 suficiente	 la	 atención	 para	 un	 estudio	 más	 detallado.	 Sin	
embargo,	 sus	 niveles	 de	 ARNm	 suben	 de	 forma	 considerable	 tanto	 en	 el	 mutante	
Δmir1	como	en	el	transformante	T2,	lo	cual	levantó	dudas	sobre	su	posible	implicación	
en	 el	 fenotipo	 de	 sobreproducción	 de	 carotenoides.	 Además,	 carF	 se	 transcribe	 de	






síntesis	 de	 carotenoides	 en	 la	 luz.	 Este	 fenotipo,	 que	 se	 manifiesta	 de	 forma	 muy	
visible	en	un	aspecto	más	pálido	de	sus	colonias,	explica	el	nombre	asignado	al	gen,	
que	recuerda	el	efecto	de	su	mutación	sobre	la	fotoinducción.	Sin	embargo,	en	contra	






una	 exposición	 corta	 a	 la	 luz	 de	 un	 cultivo	 previamente	 incubado	 en	 oscuridad.	 Sin	
embargo,	 la	 medida	 de	 carotenoides	 se	 lleva	 a	 cabo	 en	 colonias	 cultivadas	
permanentemente	a	 la	 luz,	ya	que	el	contenido	en	carotenoides	en	 los	experimentos	
de	 fotoinducción	 son	 más	 reducidos.	 En	 condiciones	 de	 iluminación	 continua,	 el	
contenido	en	ARNm	se	mantiene	a	niveles	más	bajos	durante	todo	el	tiempo	debido	a	
la	existencia	de	un	mecanismo	de	fotoadaptación.	Como	referencia,	en	F.	fujikuroi	los	
niveles	 de	 ARNm	 de	 los	 genes	 carRA	 y	 carB	 son	 solo	 2	 y	 7	 veces	 mayores	 bajo	
iluminación	 continua	 que	 en	 la	 oscuridad,	 mientras	 que	 en	 los	 experimentos	 de	
fotoinducción	dichos	niveles	 se	 incrementan	unas	100	veces	al	 cabo	de	una	hora	de	
iluminación	para	 bajar	 después	 (Castrillo	 et	al.,	 2015).	 Sería	 deseable	 comprobar	 los	
niveles	 de	 ARNm	 de	 los	 genes	 carRA	 y	 carB	 en	 los	 mutantes	 ΔcarF	 bajo	 estas	
condiciones.	 No	 sería	 sorprendente	 que	 dichos	 niveles	 fueran	 sensiblemente	 más	




De	 confirmarse	 una	 falta	 de	 efecto	 a	 nivel	 de	 ARNm	 de	 los	 genes	 de	 la	
carotenogénesis	 en	 los	mutantes	ΔcarF,	 la	 proteína	CarF	podría	 ejercer	 su	 función	a	
nivel	postranscripcional,	por	ejemplo,	a	nivel	de	traducción	de	los	ARNm	o	a	nivel	de	
actividad	 de	 algunas	 de	 las	 enzimas	 implicadas.	 Cualquier	 hipótesis	 es	 posible	 si	
consideramos	 que	 la	 proteína	 CarF	 no	 tiene	 ningún	 dominio	 reconocible	 o	 ningún	
parecido	 con	 proteínas	 de	 función	 conocida.	 CarF	 es	 una	 proteína	 soluble	 y	 de	




la	colección	completa	de	secuencias	de	nucleótidos	a	 través	del	 servidor	del	NCBI	 se	
encuentran	 también	 ortólogos	 reconocibles	 en	 algunos	 hongos,	 con	 las	 mayores	
identidades	en	especies	del	género	Colletotrichum	(la	más	alta,	56%	de	identidad	con	
los	 138	 aminoácidos	 de	 CI238_12241	 de	 Colletotrichum	 incanum),	 seguido	 de	
Acremonium	 chrysogenum	 (51%	 de	 identidad	 con	 los	 141	 aminoácidos	 de	
ACRE_07487).	A	partir	de	ahí	las	identidades	bajan	del	50%	en	un	número	reducido	de	
especies,	 hasta	 llegar	 pronto	 a	 niveles	 de	 identidad	 no	 significativos.	 Se	 trata,	 por	
tanto,	 de	 una	 proteína	 sin	 un	 ortólogo	 claro	 en	 la	 mayoría	 de	 los	 genomas	 de	 los	
hongos	 secuenciados	 y	 que	 puede	 desempeñar	 por	 tanto	 un	 papel	 altamente	
especializado.	




niveles	de	 transcritos	de	carP	 (Figura	C3.4)	 y	carF	 (Figura	C3.2,	 en	este	 caso	 solo	en	




CarS,	 y	 el	 ARNlnc	 carP,	 pero	 el	 esclarecimiento	 de	 sus	 mecanismos	 moleculares	




El	 último	 capítulo	 del	 trabajo	 aborda	 la	 existencia	 de	 una	 regulación	 a	 nivel	







Collar	 incluye	 la	 acetilación	 de	 la	 histona	H3	 en	 la	 lisina	 14	 por	 la	 acetil	 transferasa	
NGF-1	(Grimaldi	et	al.,	2006),	con	la	que	interacciona	físicamente	(Brenna	et	al.,	2012).	
Otro	ejemplo	lo	ofrece	Aspergillus	nidulans,	un	hongo	en	el	que	la	estimulación	por	la	
luz	 a	 través	 de	 un	 fitocromo	 y	 la	 proteína	White	 Collar	 requiere	 la	 acetilación	 de	 la	
histona	 H3	 en	 su	 lisina	 9	 (Hedtke	 et	 al.,	 2015).	 En	 Fusarium,	 el	 papel	 central	 que	
desempeña	la	proteína	White	collar	en	la	inducción	transcripcional	de	los	genes	de	la	
carotenogénesis	sugiere	también	 la	mediación	de	mecanismos	epigenéticos.	Por	ello,	
se	 ha	 investigado	 la	 correlación	 entre	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 estructurales,	
representados	por	carRA	y	carB.	Dentro	del	enfoque	de	esta	Tesis,	se	ha	centrado	 la	
atención	en	 la	posible	participación	de	 los	genes	carS	 y	carP,	extendiendo	el	estudio	
además	a	los	mutantes	de	estos	genes.	
De	 manera	 canónica,	 las	 modificaciones	 de	 histonas	 se	 han	 asociado	 a	 la	
expresión/represión	 de	 genes	 dependiendo	 de	 la	 modificación	 existente.	 En	
colaboración	 con	 el	 grupo	 del	 Dr.	 J.	 Carlos	 Reyes	 (CABIMER,	 CSIC,	 Sevilla),	 se	 ha	
investigado	 las	 modificaciones	 H3K4me3	 y	 H3K9ac,	 que	 están	 asociadas	 de	 forma	




activación	 H3K9ac	 y	 de	 represión	 H3K9me3,	 que	 no	 parecen	 ejercer	 una	 influencia	
importante	en	la	regulación	de	los	genes	estudiados.	
Los	patrones	de	H3K4me3	fueron	inesperados,	ya	que	sus	niveles	en	los	genes	
estructurales	 carRA	 y	 carB	 fueron	 incluso	 inferiores	 que	 para	 el	 gen	 ubicado	 en	 la	
región	subtelomérica,	utilizada	como	control	de	silenciamiento	génico	y	del	que	ya	se	
conocía	 la	 ausencia	 de	 transcritos	 por	 los	 datos	 de	 RNA-Seq.	 Cabría	 esperar	 que	 en	
condiciones	 de	 oscuridad,	 la	marca	H3K4me3	 estuviera	 presente	 en	mayor	 cantidad	
para	los	genes	carRA	y	carB	en	los	mutantes	superproductores	de	carotenoides,	donde	
la	 transcripción	 para	 estos	 genes	 parece	 ser	 mucho	 más	 activa	 que	 en	 la	 estirpe	
silvestre.	 No	 se	 apreció,	 sin	 embargo,	 ninguna	 diferencia.	 De	 igual	 forma,	 cabría	
esperar	un	incremento	detectable	de	esta	marca	tras	una	hora	de	iluminación	respecto	
a	 la	 oscuridad	 en	 la	 estirpe	 silvestre.	 Por	 el	 contrario,	 no	 se	 detectaron	 cambios	






Los	 resultados	 indican	 que	 la	 activación	 de	 la	 transcripción	 de	 los	 genes	
estructurales	de	la	carotenogénesis	no	está	regulada	por	la	metilación	de	lisina	4	o	la	
acetilación	 en	 lisina	 9,	 ambas	 en	 la	 histona	H3,	 pero	 no	 descartan	 la	 regulación	 por	
otras	marcas	menos	 canónicas,	 como	 ocurre	 con	 la	 acetilación	 en	 la	 lisina	 14	 de	 la	
misma	histona	en	N.	crassa	(Grimaldi	et	al.,	2006).	La	diversidad	de	las	marcas	en	las	
histonas	 aumenta	 la	 versatilidad	 en	 la	 regulación	 epigenética.	 Recientemente	 se	




mecanismos	 de	 control	 diferentes,	 y	 de	 hecho,	 en	 el	 caso	 de	 las	 modificaciones	
estudiadas,	 se	 encontraron	 niveles	 de	 H3K4me3	 más	 elevados	 en	 los	 genes	
reguladores	carS	y	carP,	que	fueron	incluso	superiores	que	para	el	gen	tub-β,	utilizado	
como	control	positivo	de	activación.	
Los	 ARNlncs	 pueden	 estar	 también	 implicados	 en	mecanismos	 de	 regulación	
epigenética,	siendo	conocida	la	participación	de	algunos	ejemplos	en	la	metilación	del	
ADN	(Werner	et	al.,	2017).	En	los	resultados	mostrados	en	el	Capítulo	5	no	se	aprecian	






expresión	 en	 estos	mutantes.	 Todo	 parece	 indicar	 que	 los	 resultados	 obtenidos	 son	
parciales,	y	que	serán	necesarios	extender	los	estudios	a	otras	marcas,	para	tener	un	














1.	 El	 fenotipo	 superproductor	 de	 carotenoides	 presentado	 por	 los	 mutantes	
insercionales	 T2	 y	 T3,	 con	 inserciones	 de	 ADN-T	 mediadas	 por	 Agrobacterium	
tumefaciens,	 es	 debido	 al	 silenciamiento	 de	 una	 región	 genómica	 alrededor	 del	 gen	
carS,	situada	entre	los	genes	Foxg_09306	(carF)	y	Foxg_09312.	
	
2.	La	 luz	y	 la	proteína	CarS	ejercen	 influencia	directa	o	 indirecta	sobre	 los	niveles	de	
ARNm	 de	 centenares	 de	 genes	 en	 F.	 oxysporum,	 entre	 los	 que	 existe	 un	 grado	 de	
coincidencia	 mucho	 mayor	 que	 lo	 esperado	 por	 azar,	 lo	 que	 implica	 conexiones	
funcionales	o	moleculares	entre	ambos	factores	regulatorios.	
	
3.	 Distintas	 evidencias	 indican	 la	 existencia	 de	 un	 gen	 que	 se	 transcribe	 para	 un	
ARNlnc,	situado	en	la	región	anterior	al	gen	carS.	El	ARNlnc	resultante	de	este	gen,	que	
se	 ha	 denominado	 carP,	 es	 un	 regulador	 positivo	 de	 la	 carotenogénesis	 en	 F.	
oxysporum,	 como	 indica	 la	 drástica	 reducción	 de	 la	 expresión	 de	 los	 genes	
estructurales	que	produce	su	deleción.		
	
4.	 El	 gen	carF	 (Foxg_09306),	 ligado	a	carP	 y	carS,	 codifica	una	pequeña	proteína	 sin	




en	 la	 regulación	 de	 la	 carotenogénesis.	 La	 deleción	 o	 la	mutación	 de	 cualquiera	 de	




un	papel	 relevante	en	 la	 regulación	de	 los	genes	estructurales	de	 la	carotenogénesis	
carB	 y	 carRA.	 Sin	 embargo,	 los	 resultados	 sugieren	 que	 al	 menos	 una	 de	 ellas,	
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H3K4me3	 carB	 carS	 carP	 tub-β	 Foxg_05571	
carRA	 0,8429	 <0,0001	 0,0109	 0,0051	 0,2170	
carB	 	 <0,0001	 0,0109	 0,0051	 0,2100	
carS	 	 	 0,0014	 0,0115	 <0,0001	
carP	 	 	 	 0,1682	 0,0307	
tub-β	 	 	 	 	 0,0101	
H3K9ac	 	 	 	 	 	
carRA	 0,8526	 0,0225	 0,2670	 0,1703	 0,8960	
carB	 	 0,0360	 0,3354	 0,2423	 0,8022	
carS	 	 	 0,2674	 0,2180	 0,0374	
carP	 	 	 	 0,9762	 0,2901	
tub-β	 	 	 	 	 0,2130	
H3K9me3	 	 	 	 	 	
carRA	 0,9461	 0,2872	 0,1875	 0,1995	 0,1199	
carB	 	 0,1793	 0,0900	 0,9988	 0,1008	
carS	 	 	 0,3326	 0,4259	 0,0493	
carP	 	 	 	 0,7411	 0,0412	
tub-β	 	 	 	 	 0,0422	
Silvestre	
H3K4me3	 carB	 carS	 carP	 tub-β	 Foxg_05571	
carRA	 0,4099	 0,0040	 0,0015	 0,0083	 0,0346	
carB	 	 0,0033	 0,0010	 0,0071	 0,0131	
carS	 	 	 0,6799	 0,3666	 0,0148	
carP	 	 	 	 0,2248	 0,0078																		
tub-β	 	 	 	 	 0,0180	
H3K9ac	 	 	 	 	 	
carRA	 0,9431	 0,1205	 0,2565	 0,7752	 0,6460	
carB	 	 0,1051	 0,2260	 0,7353	 0,6884	
carS	 	 	 0,5877	 0,3012	 0,0598	
carP	 	 	 	 0,5310	 0,1281	
tub-β	 	 	 	 	 0,5533	
H3K9me3	 	 	 	 	 	
carRA	 0,6457	 0,3032	 0,2527	 0,2366	 0,2826	
carB	 	 0,3411	 0,2401	 0,2147	 0,2147	
carS	 	 	 0,5129	 0,3990	 0,1163	
carP	 	 	 	 0,6754	 0,1064	
tub-β	 	 	 	 	 0,1029	
SX1	
H3K4me3	 carB	 carS	 carP	 tub-β	 Foxg_05571	
carRA	 0,4853	 0,0083	 0,0270	 0,0100	 0,4699	
carB	 	 0,0055	 0,0172	 0,0080	 0,2576	
carS	 	 	 0,4922	 0,1027	 0,1546	
carP	 	 	 	 0,1366	 0,0722	
tub-β	 	 	 	 	 0,0169	
H3K9ac	 	 	 	 	 	
carRA	 0,8433	 0,8039	 0,5168	 0,6027	 0,2136	
carB	 	 0,9924	 0,3679	 0,4422	 0,1215	
carS	 	 	 0,2385	 0,3133	 0,0259	
carP	 	 	 	 0,8763	 0,4624	
tub-β	 	 	 	 	 0,3664	
H3K9me3	 	 	 	 	 	
carRA	 0,6944	 0,1049	 0,0098	 0,0006	 0,0001	
carB	 	 0,0772	 0,0085	 0,0007	 0,0002	
carS	 	 	 0,4468	 0,0511	 0,0001	
carP	 	 	 	 0,0691	 <0,0001	
tub-β	 	 	 	 	 <0,0001	
SX2	
H3K4me3	 carB	 carS	 carP	 tub-β	 Foxg_05571	
carRA	 0,4466	 0,0042	 0,0042	 0,1026	 0,0733	
carB	 	 0,0035	 0,0033	 0,0946	 0,0378	
carS	 	 	 0,6271	 0,6340	 0,0126	
carP	 	 	 	 0,5055	 0,0158	
tub-β	 	 	 	 	 0,1474	
H3K9ac	 	 	 	 	 	
carRA	 0,8165	 0,7001	 0,8057	 0,3769	 0,1966	
carB	 	 0,8952	 0,6570	 0,3269	 0,1944	
carS	 	 	 0,574	 0,2548	 0,1396	
carP	 	 	 	 0,5078	 0,2880	
tub-β	 	 	 	 	 0,7588	
H3K9me3	 	 	 	 	 	
carRA	 0,2995	 0,0038	 0,2792	 0,0197	 0,0005	
carB	 	 0,0168	 0,6328	 0,0667	 0,0004	
carS	 	 	 0,2348	 0,9080	 0,0002	
carP	 	 	 	 0,3215	 0,0005	

























































H3K4me3	 ΔcarP	 SX1	 SX2	
Silvestre	 0,1707	 0,6963	 0,2340	
ΔcarP	 	 0,3876	 0,8395	
SX1	 	 	 0,3555	
H3K9ac	 	 	 	
Silvestre	 0,4148	 0,1872	 0,5169	
ΔcarP	 	 0,1720	 0,2653	
SX1	 	 	 0,3355	
H3K9me3	 	 	 	
Silvestre	 0,5678	 0,3110	 0,3416	
ΔcarP	 	 0,3619	 0,4549	
SX1	 	 	 0,6049	
carB	
H3K4me3	 ΔcarP	 SX1	 SX2	
Silvestre	 0,4009	 0,9239	 0,2212	
ΔcarP	 	 0,4214	 0,6411	
SX1	 	 	 0,2357	
H3K9ac	 	 	 	
Silvestre	 0,5289	 0,0974	 0,4036	
ΔcarP	 	 0,1086	 0,3025	
SX1	 	 	 0,2999	
H3K9me3	 	 	 	
Silvestre	 0,7437	 0,4652	 0,3369	
ΔcarP	 	 0,4616	 0,2199	
SX1	 	 	 0,1196	
carS	
H3K4me3	 ΔcarP	 SX1	 SX2	
Silvestre	 0,0053	 0,1910	 0,7738	
ΔcarP	 	 0,2685	 0,0036	
SX1	 	 	 0,1435	
H3K9ac	 	 	 	
Silvestre	 0,8272	 0,2467	 0,7165	
ΔcarP	 	 0,1771	 0,8503	
SX1	 	 	 0,1895	
H3K9me3	 	 	 	
Silvestre	 0,5808	 0,7859	 0,2659	
ΔcarP	 	 0,6013	 0,4816	
SX1	 	 	 0,1413	
carP	
H3K4me3	 ΔcarP	 SX1	 SX2	
Silvestre	 0,4980	 0,4291	 0,6386	
ΔcarP	 	 0,3269	 0,8484	
SX1	 	 	 0,3137	
H3K9ac	 	 	 	
Silvestre	 0,4950	 0,9356	 0,5250	
ΔcarP	 	 0,6056	 0,9840	
SX1	 	 	 0,5889	
H3K9me3	 	 	 	
Silvestre	 0,1505	 0,9226	 0,5838	
ΔcarP	 	 0,1068	 0,1928	
SX1	 	 	 0,5277	
tub-β	
H3K4me3	 ΔcarP	 SX1	 SX2	
Silvestre	 0,6578	 0,1847	 0,8632	
ΔcarP	 	 0,1541	 0,9284	
SX1	 	 	 0,2337	
H3K9ac	 	 	 	
Silvestre	 0,9602	 0,4793	 0,5718	
ΔcarP	 	 0,5029	 0,4722	
SX1	 	 	 0,2434	
H3K9me3	 	 	 	
Silvestre	 0,6526	 0,4007	 0,8673	
ΔcarP	 	 0,5573	 0,7259	
SX1	 	 	 0,4260	
Foxg_05571	
H3K4me3	 ΔcarP	 SX1	 SX2	
Silvestre	 0,2174	 0,9015	 0,3066	
ΔcarP	 	 0,5290	 0,7061	
SX1	 	 	 0,5720	
H3K9ac	 	 	 	
Silvestre	 0,6012	 0,5370	 0,5492	
ΔcarP	 	 0,3631	 0,9515	
SX1	 	 	 0,3002	
H3K9me3	 	 	 	
Silvestre	 0,5457	 0,5744	 0,3898	
ΔcarP	 	 0,6153	 0,7162	
SX1	 	 	 0,1204	
Anexo	II	
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Anexo	II.	Tabla		C5.3	Valor	estadístico	de	las	comparaciones	de	las	marcas	epigenéticas	entre	luz	y	oscuridad	para	los	
distintos	genes	y	estirpes	investigadas.	Se	indican	los	valores	p	del	análisis	estadístico	t-Student..	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
H3K9ac	
Gen	 Estirpe	 Valor	p.	
carRA	
	
Silvestre	 0,4978	
ΔcarP	 0,3526	
SX1	 0,3470	
SX2	 0,1922	
carB	
Silvestre	 0,2928	
ΔcarP	 0,4558	
SX1	 0,3566	
SX2	 0,3479	
carS	
Silvestre	 0,5858	
ΔcarP	 0,5462	
SX1	 0,3654	
SX2	 0,3067	
carP	
Silvestre	 0,7444	
ΔcarP	 0,5179	
SX1	 0,4004	
SX2	 0,5558	
tub-β	
Silvestre	 0,7395	
ΔcarP	 0,5580	
SX1	 0,6351	
SX2	 0,6886	
Foxg_05571	
Silvestre	 0,7352	
ΔcarP	 0,5276	
SX1	 0,5001	
SX2	 0,7554	
H3K9me3	
Gen	 Estirpe	 Valor	p.	
carRA	
	
Silvestre	 0,9980	
ΔcarP	 0,2624	
SX1	 0,8821	
SX2	 0,1271	
carB	
Silvestre	 0,5844	
ΔcarP	 0,3380	
SX1	 0,9589	
SX2	 0,1149	
carS	
Silvestre	 0,9687	
ΔcarP	 0,4855	
SX1	 0,6882	
SX2	 0,1414	
carP	
Silvestre	 0,7683	
ΔcarP	 0,3494	
SX1	 0,2395	
SX2	 0,9031	
tub-β	
Silvestre	 0,9749	
ΔcarP	 0,5676	
SX1	 0,2031	
SX2	 0,8184	
Foxg_05571	
Silvestre	 0,7665	
ΔcarP	 0,1471	
SX1	 0,1083	
SX2	 0,0772	
H3K4me3	
Gen	 Estirpe	 Valor	p.	
carRA	
	
Silvestre	 0,7534	
ΔcarP	 0,4327	
SX1	 0,8072	
SX2	 0,4497	
carB	
Silvestre	 0,4567	
ΔcarP	 0,5003	
SX1	 0,5002	
SX2	 0,3539	
carS	
Silvestre	 0,4862	
ΔcarP	 0,3096	
SX1	 0,8800	
SX2	 0,2042	
carP	
Silvestre	 0,6042	
ΔcarP	 0,4375	
SX1	 0,7026	
SX2	 0,7495	
tub-β	
Silvestre	 0,79949	
ΔcarP	 0,4792	
SX1	 0,5017	
SX2	 0,3292	
Foxg_05571	
Silvestre	 0,6973	
ΔcarP	 0,4769	
SX1	 0,6695	
SX2	 0,2775	
